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SOMMAIRE 
L'une des caractéristiques importantes d'un organisme multicellulaire est son habileté à 
développer des cellules avec des fonctions spécifiques, un processus qui dépend de la 
différenciation cellulaire. L'initiation de ce processus implique des changements au niveau de 
l'expression génique, contrôlée par le recrutement d'activateurs, de coactivateurs et des 
changements au niveau de la chromatine. Nous utiliserons l'adipogenèse comme système de 
différenciation cellulaire, un modèle contrôlé par le récepteur nucléaire peroxysome 
proliferator activated receptor gamma (PPARy). Ce récepteur intervient dans la 
différenciation des adipocytes par son action sur la régulation de l'expression de nombreux 
gènes impliqués dans le phénotype adipocytaire. Le mécanisme général d'action de PPARy 
débute par son hétérodimérisation avec le récepteur de l'acide X rétinoïque alpha (RXRa). Ce 
dimère va par la suite reconnaître des séquences spécifiques situées dans les régions 
promotrices de gènes cibles et s'y lier. 
Cependant, bien que les activateurs soient très importants dans cette régulation, ils ne sont pas 
suffisants pour initier la différenciation à eux seuls. L'initiation de la différenciation, contrôlée 
par une modification de l'expression génique dans la cellule, dépend aussi des changements 
qui surviennent à la structure de la chromatine. Ces changements comprennent, par exemple, 
des modifications post-traductionnelles des histones, telle l'acétylation, de même que 
l'incorporation de variants d'historié, tels que H2A,Z. Chez les mammifères, il y a deux 
complexes responsables de l'incorporation de H2A.Z dans la chromatine : p400 et SRCAP. La 
présence du complexe p400 ainsi que l'incorporation de H2A.Z aux promoteurs des gènes 
régulés par les récepteurs nucléaires de l'œstrogène, sont essentielles à l'activation de certains 
gènes. L'incorporation de H2A.Z semble jouer un rôle au niveau de la stabilité des 
nucléosomes, tant pour l'activation que pour la répression des gènes. Le complexe p400 quant 
à lui, est composé de plusieurs sous-unités dont le rôle est plus ou moins connu. Parmi ces 
sous-unités, la protéine Brd8 possède un bromodomaine semblable à son orthologue Bdfl 
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chez la levure, qui pourrait lui accorder un rôle dans la reconnaissance de l'acétylation de la 
lysine 16 de l'histone H4. De plus, Brd8 a été montré comme étant un coactivateur spécifique 
du complexe PPARy/RXRa, mais le mécanisme par lequel il opère reste encore méconnu et 
donc fait l'objet de cette recherche. 
Les résultats obtenus montrent que Brd8 est absent ou faiblement exprimé dans les cellules 
pré-adipocytes et semble suivre une cinétique d'expression semblable à PPARy pendant 
l'adipogenèse. En effet, lors de l'enclenchement du processus de différenciation en adipocyte, 
Brd8 devient fortement exprimé. Plus important encore, une déplétion de Brd8 diminue 
fortement l'expression des gènes régulés par PPARy ainsi que l'adipogenèse. De plus, nous 
observons un recrutement de PPARy, de Brd8, du complexe p400, ainsi que du variant 
d'histone H2A.Z au niveau de la chromatine des gènes cibles de PPARy lors d'expériences de 
ChIP. Ces résultats suggèrent que la présence de Brd8 est nécessaire à l'expression des gènes 
cibles de PPARy lors de l'adipogenèse. 
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INTRODUCTION 
La différenciation cellulaire 
La plupart des organismes pluricellulaires sont composés de plusieurs types cellulaires ayant 
des fonctions et particularités très différentes. Ces cellules sont pourtant toutes issues d'un seul 
œuf fécondé et contiennent donc toutes le même bagage génétique. Ces cellules sont donc 
toutes égales génétiquement, mais pas phénotypiquement. Cela s'explique grâce à la 
différenciation cellulaire, processus pendant lequel les cellules identiques de départ se 
spécialisent en divers types selon les signaux reçus, n'exprimant alors que certains gènes alors 
que d'autres seront réprimés. Au début du développement, l'oocyte subit plusieurs divisions 
cellulaires menant au blastocyste, composé de cellules souches totipotentes ayant la possibilité 
de générer les cellules des différents tissus de notre organisme, mais aussi des tissus extra­
embryonnaires comme le placenta ou le cordon ombilical. À la gastrulation, les cellules 
commencent à se différencier, deviennent multipotentes, précurseurs des cellules différenciées 
d'un même tissu, et forment 3 tissus; l'ectoderme, le mésoderme et l'endoderme (Jaenisch and 
Young, 2008). Puis, chaque cellule multipotente va se multiplier et se différencier pour 
donner les cellules pluripotentes. La différenciation se poursuit afin de former les différentes 
cellules composant tous les tissus et organes du corps (Gesta et al., 2007; Ross et al., 2000; 
Sakaue et al., 1998). 
Les cellules différenciées ont des demi-vies plus ou moins courtes en fonction de leur type 
cellulaire. Afin de maintenir une bonne quantité de cellules au sein d'un tissu, certaines 
cellules demeurées multipotentes permettront de renouveler les stocks. Les cellules 
différenciées peuvent être divisées en deux catégories en fonction de leur durée de vie : 
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- les cellules différenciées à vie courte ou à renouvellement constant : les cellules du sang, les 
hépatocytes (dans certains cas de stress) et les cellules génitales. Ces cellules ont des demi-
vies très courtes de quelques jours à quelques mois. 
- Les cellules différenciées à durée de vie prolongée: elles sont présentes dès le 
commencement du développement et leur renouvellement est inexistant ou très faible comme 
les neurones, les adipocytes et les cellules musculaires (Gesta et al., 2007; Ross et al., 2000; 
Sakaue et al., 1998). 
La différenciation cellulaire est donc l'acquisition par une cellule ou une population de 
cellules, de caractères morphologiques et fonctionnels spécialisés au sein d'un organisme. Ce 
processus est étroitement régulé par différents acteurs dont font partie les facteurs de 
transcription. L'étude des mécanismes de différenciation cellulaire est donc importante, 
notamment pour la compréhension de la biologie du développement (Gesta et al., 2007; Ross 
et al., 2000; Sakaue et al., 1998). 
L'adipogenèse est l'une des formes de différenciation cellulaire les mieux caractérisées. De 
nombreuses études scientifiques ont d'ailleurs permis de connaître les facteurs de 
transcriptions clés pour l'adipogenèse comme le récepteur nucléaire Peroxysome proliferator 
activated receptor gamma (PPARy) et CCAAT/enhancer-binding protien alpha (C/EBPa). 
Cependant, beaucoup de choses restent à éclaircir quant aux différents mécanismes employés 
par ces effecteurs pour activer l'expression des gènes nécessaires aux fonctions adipocytaires 
(Gesta et al., 2007; Ross et al., 2000; Sakaue et al., 1998). 
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L'adipogenèse 
Les adipocytes sont des cellules spécialisées dans le stockage de l'énergie sous forme de 
triglycérides et elles dérivent de cellules multipotentes du mésenchyme tout comme les os et 
les muscles (Gesta et al., 2007). Les adipocytes sont caractérisés par une morphologie plutôt 
arrondie et de grande taille (diamètre moyen de 70 |xm pour un sujet normo-pondéral). La 
quasi-totalité de la cellule est occupée par une unique vacuole lipidique, le cytoplasme et le 
noyau se retrouvent à la périphérie (Gesta et al., 2007). Le développement du tissu 
adipeux (TA) a lieu tardivement : chez l'homme, il apparaît durant la deuxième partie de la 
gestation et continue après la naissance, durant l'enfance et l'adolescence (Gesta et al., 2007). 
Il existe deux types de TA chez les mammifères : le TA blanc et le TA brun. Ces deux tissus 
présentent des propriétés biochimiques et fonctionnelles distinctes. Le TA brun joue un rôle 
clé dans la gestion de la thermogenèse ; il est présent chez les mammifères hibernants et chez 
le nouveau-né. Le TA blanc est connu pour être la première source d'énergie pour 
l'organisme. Il représente à lui seul les trois quarts des réserves énergétiques, mais peut aussi 
sécréter énormément de protéines appelées les adipokines (Gesta et al., 2007). Les adipokines 
sont reconnues pour jouer un rôle au niveau du métabolisme, de l'homéostasie énergétique, de 
la sensibilité à l'insuline, mais également sur les processus inflammatoires. La lipoprotéine 
lipase (LPL) par exemple, joue entre autres un rôle clé dans le métabolisme des lipoprotéines 
en hydrolysant les triglycérides contenus dans les lipoprotéines à très faibles densités (VLDL) 
et les chylomicrons (Trayhurn and Beattie, 2001). La leptine quant à elle, induit une 
diminution de l'expression du neuropeptide Y, un puissant stimulateur de l'appétit, ce qui 
entraîne une diminution de la prise alimentaire. Par ailleurs, les niveaux de sécrétion de 
certaines de ces protéines, la leptine par exemple, sont reconnus pour être positivement 
corrélés avec l'indice de masse corporelle (IMC), suggérant que les niveaux de sécrétion de 
ces hormones reflète l'hypertrophie adipocytaire (taille des adipocytes) (Friedman, 2002). 
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L'obésité se caractérise par le développement excessif du TA. L'IMC (masse/taille2) est 
considéré comme étant une bonne mesure du caractère physionomique d'une personne, un 
IMC supérieur à 30kg/m2 indique que la personne est obèse, si l'IMC se situe entre 25 et 30 
kg/m2 cela indiquera alors qu'elle est en surpoids. L'origine de l'obésité est souvent 
environnementale : une mauvaise alimentation apportant un surplus de lipides et de glucides 
occasionnera une accumulation de triglycérides au niveau adipocytaire. Dans ce cas, une 
diminution des apports caloriques permettra une diminution de la masse adipeuse. Cependant, 
dans certains cas, l'origine de l'obésité est héréditaire. L'étude de souris ayant une mutation 
pour le gène de la leptine ou de son récepteur par exemple, montre que celles-ci développent 
une forte obésité (Crossno et al., 2006). Une mutation au niveau des gènes impliqués dans le 
développement ou le métabolisme adipocytaire, peut donc entraîner un excès dans le 
développement du TA. 
L'obésité correspond à une augmentation du TA provenant d'une augmentation de la taille des 
adipocytes (hypertrophie), et dans les cas les plus extrêmes, de l'augmentation du nombre 
d'adipocytes (hyperplasie) (Bjoratorp, 1974; Sjostrom and Bjorntorp, 1974). L'adipocyte 
accumule donc des lipides sous forme de TG jusqu'à une taille critique puis, l'hyperplasie 
(nombre d'adipocytes) va apparaître au sein du tissu. La taille d'un adipocyte peut varier de 20 
à 200 iim chez les personnes obèses (Hirsch and Batchelor, 1976). Les mécanismes de 
l'hyperplasie sont encore mal connus mais cela passerait par un recrutement des cellules 
progénitrices de la fraction du stroma vasculaire ou encore par le recrutement de cellules 
souches de la moelle osseuse (Crossno et al., 2006). 
Les conséquences de l'obésité sur la santé sont multiples, allant de troubles non fatals mais 
ayant des effets néfastes sur la qualité de vie, à une augmentation de mortalité précoce. À 
présent, il est clairement établi que l'obésité et le surpoids peuvent être responsables de 
l'apparition du diabète de type II, de perturbations endocriniennes et métaboliques, de 
maladies cardiovasculaires, de problèmes respiratoires, de complications ostéo-articulaires, de 
certains cancers, du développement d'une stéato-hépatite non alcoolique ou de problèmes 
psychologiques (Bjorntorp, 1974; Sjostrom and Bjorntorp, 1974). Mieux comprendre le 
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développement des problèmes liés à l'obésité pourrait avoir des implications importantes sur 
la recherche de nouveaux procédés thérapeutiques. 
Lors du processus de différenciation cellulaire, les cellules peuvent former un ensemble 
coopératif, en s'associant par des jonctions et former un épithélium, ou alors elles peuvent 
demeurer plutôt isolées dans une matrice extracellulaire telle que dans le tissu conjonctif. Le 
tissu adipeux, à la différence des autres tissus, a la particularité d'occuper de multiples 
endroits dispersés dans le corps (Shillabeer et al., 1989). Cette nature diffuse des cellules 
adipeuses in vivo rend difficile la dissection des cellules précurseures afin d'en faire l'étude 
(Taylor and Jones, 1979). C'est pourquoi, plusieurs modèles de lignées cellulaires de 
préadipocytes ont été développés, et parmi ceux-ci, la lignée cellulaire des préadipocytes de 
souris 3T3-L1 (Green and Kehinde, 1975, 1976, 1979) est sans doute la lignée la mieux 
caractérisée. Elle a été obtenue à partir du sous clonage de la lignée fibroblastique 3T3 
provenant d'un embryon de souris Swiss (Green and Kehinde, 1976; Green and Meuth, 1974). 
Le programme de développement des cellules adipeuses 
Deux phases clés sont nécessaires à la transformation des cellules du mésenchyme en cellules 
adipeuses, la détermination et la différenciation terminale (MacDougald and Mandrup, 2002; 
Rosen and MacDougald, 2006). La détermination résulte de la conversion de cellules 
multipotentes du mésenchyme en préadipocytes, qui ne peuvent être distinguées de leurs 
précurseurs morphologiquement, mais qui ont perdu leur potentiel de se différencier en 
d'autres types cellulaires. Lors de la seconde phase, la différenciation terminale, les 
préadipocytes acquièrent les caractéristiques d'adipocytes matures, incluant la machinerie 
nécessaire au transport des lipides et à leur synthèse, la sensibilité à l'insuline et la sécrétion 
de protéines spécifiques aux adipocytes. Les préadipocytes modèles 3T3-L1 ont déjà subi la 
détermination et doivent passer par la différenciation avant leur maturation terminale. La 
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différenciation adipocytaire implique d'importantes régulations de l'expression des gènes 
connus pour être induits par une cascade de facteurs de transcription incluant PPARy, la 
famille des CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBPs) et ADD1/SREBP1 qui se combinent 
afin de se réguler les uns les autres et de coordonner l'expression de gènes tels que ceux 
encodant les transporteurs de glucose sensibles à l'insuline (GLUT4), les protéines liant les 
acides-gras (aP2) et l'adispine contribuant à la création et à la maintenance du. phénotype 
adipocytaire (Sakaue et al., 1998). 
Lorsque traités avec des agents inducteurs de l'adipogenèse tels que des agents élévateurs de 
l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc), de l'insuline et des glucocorticoïdes, les 
préadipocytes amorcent leur différenciation terminale et deviennent des cellules adipeuses 
matures sur une période de 6 à 10 jours (Cao et al., 1991). L'addition de 3-Isobutyl-l-
méthylxanthine (IBMX : un inhibiteur de phosphodiestérase) promeut l'adipogenèse en 
inhibant l'enzyme hydrolysant les liaisons phosphodiestères présentes en 3' sur l'AMPc, 
permettant à la forme active de subsister (Essayan, 2001; MacDougald and Mandrup, 2002). 
L'insuline, quant à elle, est nécessaire tant à la différenciation adipocytaires in vivo chez les 
rats qu't'/i vitro de la lignée murine adipocytaire 3T3-L1 (Girard et al., 1994). En effet, la 
liaison de l'insuline à son récepteur permet l'activation d'une cascade de tyrosynes kinases 
activant la voie phospho-inositide 3 kinases (PI-3KXCombettes-Souverain and Issad, 1998), 
voie nécessaire à la différenciation adipocytaire (Sakaue et al., 1998; Xia and Serrero, 1999; 
Zezulak and Green, 1986). En effet, le rôle de la voie PI-3K a été investiguée à l'aide 
d'inhibiteurs spécifiques à PI-3K pendant l'adipogénèse sur deux lignées cellulaires 
adipogeniques, 1246 et 3T3-LI (Xia and Serrero, 1999). Les résultats ont démontré que les 
inhibiteurs bloquent la différenciation de manière temps et doses dépendante, indiquant que 
l'activité PI-3K est plus importante dans les phases précoces de la période de différenciation 
(jours 4 à 6) (Xia and Serrero, 1999). 
Finalement, le Dexamethasone (Dex) est connu pour activer les récepteurs aux 
glucocorticoïdes (GR) membres de la superfamille des récepteurs nucléaires (Wu et al., 1996). 
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Une étude a démontré que le Dex induirait la transcription de C/EBPS, un facteur faisant partie 
de la chaîne d'induction de l'adipogenèse, cependant, les cellules surexprimant C/EBPô 
nécessitent quand même l'administration de Dex afin de se différencier en adipocytes, ce qui 
indique que ce produit possède des rôles plus complexes que la simple augmentation des 
niveaux de C/EBPÔ (Wu et al., 1996). 
La combinaison d'IBMX, d'insuline et de Dex demeure donc le régime le plus robuste et 
reproductible pour induire l'adipogenèse dans les cellules 3T3-L1 (Cao et al., 1991). L'ajout 
de ces agents marque le début de l'expression d'un facteur de transcription clé appelé PPARy, 
qui activera l'expression des gènes caractérisant le phénotype adipocytaire tels que la 
superphosphate déshydrogénase, l'acide gras synthétase, l'acetyl-CoA carboxylase, le 
transporteur Glut 4, le récepteur à l'insuline et la protéine activatrice 2 (aP2) spécifique aux 
adipocytes (Spiegelman et al., 1993; Wu et al., 1996). Ce facteur de transcription est considéré 
comme étant le régulateur le plus important pour la différenciation des adipocytes in vivo et ex 
vivo en régulant l'expression de plusieurs gènes spécifiques aux adipocytes (Morrison and 
Farmer, 1999; Nielsen et al., 2008; Rosen and MacDougald, 2006; Tontonoz et al., 1994b). 
Les différentes recherches sur l'adipogenèse ont mené à un modèle de cascade 
transcriptionnelle impliquant l'activation séquentielle des C/EBPs et GR puis de PPARy et 
C/EBPa (Figure 1). Ce processus commence donc avec l'arrivée des facteurs de transcriptions 
GR, C/EBPp et C/EBPô (Figure l) (Darlington et al., 1998). Dans ce modèle, la fonction 
majeure de C/EBPp et C/EBP5 est d'induire l'expression de PPARy qui est par la suite 
directement responsable de l'induction de C/EBPa (Wu et al., 1996). L'induction de PPARy 
semble être un effet direct de la liaison des C/EBPs au niveau du promoteur de PPARy (Fajas 
et al., 1997; Zhu et al., 1995). La séquence temporelle d'expression de PPARy et C/EBPa a 
été mise en évidence grâce à des expériences de gain de fonction où l'expression ectopique de 
PPARy ainsi que l'application de ligand spécifique à PPARy menaient à l'induction de 
C/EBPa (Kubota et al., 1999; Rosen et al., 1999). De plus, les fibroblastes provenant 
d'embryons de souris sans C/EBPa (-/-) ont montré des niveaux réduits en PPARy et ne 
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formaient pas vraiment de TA lorsqu'exposés aux agents hormonaux d'induction de 
l'adipogenèse, alors que, lorsque C/EBPa était ajoutée, on retrouvait une expression normale 
de PPARy et l'habilité de ces cellules à se différencier en adipocytes (Wu et al., 1999). Ceci 
révèle une boucle positive dans la cascade d'activation où l'on retrouve un renforcement 
mutuel d'expression de PPARy et C/EBPa (Figure 1). Ceci assure que, lorsqu'initiée, la 
cascade d'activation maintient l'expression de ces facteurs afin d'aboutir au stade de 
différenciation terminale des cellules (Wu et al., 1999). 
C/EBPp 
C/EBPS 
GR 
C/EBPa ) Uganda 
PPARy RXRa 
Figure 1 Schéma des facteurs de transcription impliqués dans la cascade d'événements menant 
au phénotype adipogénique. 
L'activation du récepteur nucléaire GR, et des facteurs de transcription C/EBPp et C/EBP5 constitue la 
première phase d'activation de la différenciation des adipocytes. PPARy /RXRa et C/EBPa sont au 
cœur de la seconde phase d'activation et du maintien du phénotype adipogénique. (Image adaptée de 
(MacDougald and Mandrup, 2002» 
Le mécanisme exact par lequel PPARy et C/EBPa activent la transcription des gènes n'est pas 
très clair, mais certains coactivateurs tels que : protéine 1 de liaison aux éléments régulateurs 
de stérol (SREBP-1), PPARy coactivateur 1 (PGC-1), corépresseurs de récepteurs nucléaires 1 
(NCoRs), coactivateurs de récepteurs nucléaires (SRCs), protéine se liant à CREB (CBP), 
sous-unité 1 du complexe médiateur (Medl) et la protéine 1 interagissant avec les récepteurs 
nucléaires (RIP140) sont connus pour être recrutés par PPARy (Feige and Auwerx, 2007). 
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-Le facteur de transcription SREBP-1 est connu pour favoriser la différenciation des 
adipocytes (Eberle et al., 2004). Après homo ou hétérodimérisation avec un facteur de 
transcription de la même famille (fermeture éclair hélice basique boucle hélice leucine 
(bHLH-Zi), il va se fixer sur F ADN au niveau de séquences spécifiques appelées E-Box, 
situées dans les régions promotrices des gènes et va ainsi favoriser l'adipogenèse en induisant 
l'expression de PPARy (Eberle et al., 2004). SREBP-1 serait aussi impliqué au niveau 
hépatocytaire et adipocytaire, car il régulerait au moins 52 gènes impliqués dans le 
métabolisme du cholestérol, des TG et des acides gras (Eberle et al., 2004). 
-PGC-1 contient un motif de liaison à l'acide ribonucléique (ARN) et deux domaines riches en 
arginine et sérine, ce qui est retrouvé normalement chez les protéines interagissant avec le 
domaine C-terminal (CTD) de TARN polymérase (Puigserver et al., 1998). Alors que presque 
tous les coactivateurs et corépresseurs utilisent leur motif LXXLL pour se lier au domaine AF-
2 en C-terminal du facteur auquel ils s'associent, PGC-1 utilise plutôt un domaine riche en 
proline afin de se lier à une région qui enveloppe le domaine de liaison à l'acide 
désoxyribonucléique (ADN) de PPARy (Puigserver et al., 1998). 
-NCo3 agit comme coactivateur de la transcription de deux façons, soit par son activité 
intrinsèque acétyltransférase agissant sur les histones, soit en recrutant des protéines comme 
CBP et p300 au complexe de coactivation. Ainsi, par son activité intrinsèque acétyltransférase, 
NCo3 ajoute un groupement acétyle (COCH3) sur une lysine conservée de l'histone, formant 
ainsi une N-acétyle-lysine (Wu et al., 2006). Cela a pour effet de neutraliser une charge 
positive, ce qui mène à une réduction de l'affinité entre deux histones permettant ainsi une 
meilleure accessibilité à l'ADN par les facteurs de transcription. Aussi en recrutant des 
protéines co-intégratrices, possédant une activité intrinsèque acétyltransférase, comme CBP et 
p300, NCo3 participe à la formation complète du complexe de coactivation (Wu et al., 2006). 
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L'expression des gènes 
De manière générale, un gène est défini comme étant une unité d'information génétique 
contenue dans le génome d'un individu, une séquence d'acide désoxyribonucléique (ADN) 
menant à la synthèse d'un acide ribonucléique (ARN), fonctionnel en soi, ou pouvant indiquer 
une suite déterminée d'acides aminés nécessaires à la synthèse d'un polypeptide. La 
transcription, menant à la synthèse d'un brin d'ARN, est la première étape du processus par 
lequel les gènes sont exprimés (Morillon et al., 2003; Usheva et al., 1992). 
La transcription est assurée par une ARN polymérase (ARN pol) qui utilise l'ADN comme 
matrice pour polymériser un brin d'ARN, utilisant des ribo-nucléotides plutôt que des 
désoxyribo-nucléotides. Les eucaryotes possèdent trois ARN polymérases distinctes dans leur 
noyau, c'est l'ARN polymérase II (ARN pol II) qui transcrit tous les ARNm cytoplasmiques, 
les deux autres ARN polymérases, I et III, assurent la synthèse d'ARN stables non codants tels 
que l'ARN ribosomique et l'ARN de transfert (Morillon et al., 2003; Usheva et al., 1992). 
L'ARN pol II se fixe sur une région de l'ADN appelée site d'initiation de la transcription 
(TSS) . La fixation et l'activation de l'ARN pol II sont contrôlées par des facteurs de 
transcription qui se fixent au niveau de séquences régulatrices spécifiques, classiquement 
appelées éléments de réponse, situées à des distances variables du TSS (Schones et al., 2008). 
La transcription peut se diviser en 3 étapes, l'initiation de la transcription, l'élongation et la 
terminaison. L'initiation de la transcription commence par la formation du complexe de pré­
initiation de la transcription (PIC) qui se compose de nombreux cofacteurs protéiques. Ces 
facteurs se recrutent les uns les autres et permettent la fixation de l'ARN pol II. Certains de 
ces facteurs, comme TFIIH, comportent une activité hélicase permettant l'ouverture de la 
double hélice d'ADN ainsi qu'une activité kinase, du à sa sous-unité Cdk7 (Lee and Young, 
2000), pouvant phosphoryler la queue C-terminale de l'ARN pol II, processus important afin 
d'initier le début de la transcription (Brookes and Pombo, 2009; Hargreaves et al., 2009). 
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Lors de la phase suivante, l'élongation, un brin d'ARN complémentaire au brin d'ADN codant 
est synthétisé depuis son extrémité 3' vers son extrémité 5\ Finalement, la terminaison est le 
moment où la polymérase arrive à la fin de la partie codante du gène et doit se détacher du 
brin d'ADN, libérant ainsi le brin d'ARN pré-messager nouvellement produit (Schones et al., 
2008). 
Chaque gène possède une ou des régions régulatrices appelées promoteur et amplificateur 
(Bulger and Groudine, 2009; Callen et al., 2004). Ces régions sont importantes pour la 
régulation de l'expression des gènes qui leurs sont associées. Le promoteur minimal contient 
toutes les informations nécessaires à l'initiation de la transcription (Bulger and Groudine, 
2009; Callen et al., 2004). On y retrouve les séquences classiques décrites sur les promoteurs 
eucaryotes. Ces séquences spécifiques peuvent être reconnues par les protéines appartenant au 
PIC ainsi que par les différents facteurs de transcription et effecteurs nécessaires à la 
régulation des gènes. Ces séquences, aussi surnommées « boîtes », sont souvent bien 
conservées et sont généralement retrouvées à une distance assez précise du TSS (Pribnow, 
1975). Notons par exemple la CCAAT, située vers -120 à -80 pb du TSS est, pour sa part, 
reconnue principalement par les C/EBPs (Celniker and Drewell, 2007; Smale and Kadonaga, 
2003). 
Les promoteurs sont généralement situés à quelques paires de bases du TSS alors que les 
amplificateurs (Figure 2 : Enhancer) sont des régions influençant certains gènes 
indépendamment de leur distance pu orientation par rapport au TSS et peuvent même se 
retrouver sur un chromosome différent (Hatzis and Talianidis, 2002). Les amplificateurs sont 
définis par leur capacité à influencer l'activation de la transcription de gènes rapporteurs dans 
les études impliquant leur transfection dans des cultures cellulaires (Bulger and Groudine, 
2010). De plus, ils sont souvent marqués par des motifs de modifications d'histone hautement 
spécifiques au type cellulaire et fortement corrélés avec le programme d'expression génique 
spécifique au type cellulaire et sont fonctionnellement actif d'une manière spécifique au type 
cellulaire (Heintzman et al., 2009). Compte tenu de la grande distance pouvant séparé un 
amplificateur et son gène cible, son action doit passer par des mécanismes facilitant la 
communication entre l'amplificateur et sa cible (Bondarenko et al., 2003). Ainsi, un modèle de 
formation de boucles dans la chromatine permettant une proximité physique expliquerait les 
données observées (Bondarenko et al., 2003). Des résultats expérimentaux suggèrent d'ailleurs 
qu'un mécanisme de balayage de la chromatine interviendrait dans la formation de telles 
boucles (Bondarenko et al., 2003). Ce mécanisme suppose le recrutement de protéines 
activatrices et de médiateurs faisant le lien entre l'amplificateur et la machinerie 
transcriptionnelle (Figure 2). 
Figure 2 La régulation de la transcription. 
Le PIC est constitué des protéines TFIIA, B, D, E, F et H ainsi que de l'ARN pol II se liant au niveau 
du promoteur et souvent influencé par un médiateur et régulé via une protéine activatrice liant 
l'amplificateur, séquence située parfois à plusieurs milliers de pb du promoteur. (Tiré de "BioMédia" 
de l'Université Paris VI, http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers /transcription 
/transcription .htm. ). 
Le récepteur nucléaire PPARy 
Les récepteurs nucléaires sont des protéines agissant, pour bon nombre d'entre eux, comme 
des facteurs de transcription inductibles par un ligand. Leur taille varie classiquement entre 40 
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et 100 kDa et on leur connait 6 domaines communs (A, B, C, D, E et F) (Figure 3). Certains 
domaines possèdent des fonctions bien conservées comme le domaine de liaison à l'ADN (DBD) 
et le domaine de liaison au iigand (LDB) (Figure 3). Le récepteur nucléaire PPARy a été 
découvert suite à des analyses sur la région en 5' du gène modèle pour l'adipogenèse nommé 
aP2. Ces analyses avaient tout d'abord mené à la découverte du premier élément amplificateur 
des cellules adipeuses, où une séquence située à 5 kb en amont du TSS semblait nécessaire et 
suffisante pour diriger l'expression du gène à partir d'un promoteur minimal (Graves et al., 
1992). Des études plus détaillées ont suivi et permis d'identifier cette séquence ainsi qu'un 
facteur nommé ARF6, se liant à cette séquence. Le clonage de ce facteur a permis de 
constater qu'il consistait en fait en deux récepteurs nucléaires, PPARy et le récepteur à l'acide 
X rétinoïque alpha (RXRa) (Tontonoz et al., 1994a; Tontonoz et al., 1994b). 
Figure 3 Organisation structurelle des récepteurs nucléaires 
Schéma des différents domaines retrouvés classiquement au niveau de la famille des récepteurs 
nucléaires. Les domaines A/B; partie N-terminale, C; le domaine de liaison avec l'ADN (DBD), D; la 
région charnière, E; le domaine de liaison au ligand (LDB) et F; la partie C-terminale. 
Différentes approches ont alors été utilisées afin de mieux définir le rôle de PPARy dans le 
développement de tissus adipeux. L'une d'elles a été de créer des embryons chimériques en 
utilisant une combinaison de cellules de types sauvages placentaires, et des cellules déficientes 
en PPARy comme seules cellules précurseurs pour l'embryon (Barak et al., 1999). En utilisant 
cette approche, une souris mutante homozygote se développait à terme, bien qu'elle mourait 
Domaine 
N-terminal 
Région 
charnière 
Domaine 
C-terminal 
Domaine de 
liaison à l'ADN 
(DBD) 
Domaine de 
liaison au ligand 
(LDB) 
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peu après la naissance. On remarquait alors que cette souris manquait significativement de TA 
bruns, mais aucune conclusion ne pouvait être donnée quant aux TA blancs, car ces cellules se 
développent après la naissance chez les souris et les animaux mourraient avant la formation de 
ceux-ci. 
Une deuxième approche a été de créer des souris chimériques dérivées de cellules souches 
embryonnaires de type sauvage et de cellules avec une déficience en PPARy homozygote. 
Cette stratégie a permis de mesurer la contribution des cellules déficientes en PPARy lors du 
développement des tissus adultes d'animaux en santé. C'est en montrant que les cellules sans 
PPARy étaient excluent du TA, alors qu'elles étaient présentes dans plusieurs autres tissus, 
que Rosen et Mortensen ont démontré que PPARy était requis pour l'adipogenèse (Rosen et 
al., 1999). De plus, le même principe a été montré s'appliquant à la différenciation 
adipogénique tant à partir de fîbroblastes embryonnaires (Kubota et al., 1999) qu'à partir de 
cellules souches embryonnaires (Rosen et al., 1999). 
En avril 2005, les PPARs ont été reconnus en tant que récepteurs nucléaires membres de la 
superfamille des facteurs de transcription dont la régulation est dépendante du ligand (Lehrke 
et al., 2005). Ces récepteurs nucléaires peuvent être classés en 3 groupes, (1) les récepteurs à 
hormones thyroïdiennes et stéroïdiennes classiques comme le récepteur des glucocorticoïdes 
(GR), (2) les récepteurs à ligands non classiques et (3) les récepteurs orphelins pour lesquels 
aucun ligand endogène ou synthétique n'a encore été trouvé. Les PPARs font partie du second 
groupe (récepteurs à ligand non classiques). Cette famille de récepteurs nucléaires a été le 
sujet de plusieurs recherches, et ce, en grande partie dû au fait qu'ils étaient les cibles 
moléculaires de la majorité des drogues utilisées pour corriger les troubles du métabolisme des 
lipides et du glucose. Les thiazolidinediones (TZDs) par exemple, utilisées dans le traitement 
du diabète de type 2, afin d'améliorer les cas de résistance à l'insuline, ont une très grande 
affinité pour PPARy (Lehrke et al., 2005). Mis à part ces composés synthétiques, aucun ligand 
endogène n'a encore été identifié avec des propriétés physiologiques claires pour PPARy. La 
recherche de tels composés a toutefois permis d'identifier quelques ligands naturels comme le 
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deoxy-delta12,14 prostaglandine J2 (15d-PGJ2), mais tous les ligands naturels trouvés jusqu'à 
maintenant ont une affinité bien en deçà des niveaux retrouvés normalement pour des 
récepteurs nucléaires hormonaux traditionnels et leurs ligands (Forman et al., 1995; Kliewer et 
al., 1995). 
La sous-famille des PPARs consiste en PPARa, PPARÔ (aussi connu comme PPARp) et 
PPARy (Lehrke et al., 2005). Les PPARs sont exprimés dans plusieurs tissus tels que le foie, 
les reins, le cœur, les muscles et le TA, où leur principale fonction est le contrôle du 
métabolisme énergétique (Yessoufou and Wahli, 2010). Parmi les autres rôles potentiels des 
PPARs, il y a notamment des réponses physiologiques et pathophysiologiques comme 
l'inflammation, l'athérosclérose, la biologie vasculaire et placentaire, les maladies osseuses et 
le cancer (Lehrke et al., 2005). 
Comme la plupart des récepteurs nucléaires, PPARy possède deux domaines d'activation 
transcriptionnels distincts, un domaine indépendant du ligand situé en N-terminale (AF-1) et 
un domaine dépendant du ligand situé en C-terminale (AF-2) ainsi qu'un domaine de liaison à 
l'ADN (DBD) et un domaine de liaison avec le ligand (LBD) (Figure 4) (Boon Yin et al., 
2008; Tontonoz and Spiegelman, 2008). PPARy existe sous deux isoformes (1 et 2) générés 
par différents promoteurs et épissages alternatifs (Figure 4) (Rosen et al., 2000). PPARy2 est 
plus long que PPARy l de 30 acides aminés du côté N-terminal (Lehrke et al., 2005). Alors que 
PPARy 1 est exprimé en faible quantité dans plusieurs tissus, PPARy2 est hautement et 
préférentiellement exprimé dans, les cellules adipeuses (Braissant et al., 1996), et seul PPARy2 
peut induire la différenciation des adipocytes (Tontonoz and Spiegelman, 2008). 
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Dimerization 
Figure 4 Domaines protéiques de PPARy 
PPARy2 contient 30 acides aminés additionnels côté N-terminal comparé à PPARy 1. Le domaine de 
liaison à l'ADN (DBD), le domaine de liaison avec le ligand (LBD) et le domaine d'activation ligand 
dépendant (AF2) sont montrés. Les chiffres correspondent à la position des acides aminés. (Image 
adaptée de (Tontonoz and Spiegelman, 2008)). 
Comme plusieurs membres de la super-famille des récepteurs nucléaires, PPARy doit 
s'hétérodimériser avec un autre récepteur nucléaire afin d'être transcriptionnellement actif et 
pouvoir se lier à l'ADN (Rosen et al., 2000). Son partenaire sera alors le récepteur 
RXRa (Figure l)(Nielsen et al., 2008; Palmer et al., 1995). La partie C-terminal de PPARy est 
responsable de l'hétérodimérisation avec RXRa et contient le domaine d'activation principale 
AF2 (Figure 4) (Tontonoz and Spiegelman, 2008). L'hétérodimère PPARy/RXRa, transloqué 
au noyau, reconnaîtra et se liera aux éléments de réponse des PPARs (PPRE) contenant la 
séquence consensus 5'-A(A/T)CT(A/G) GGNCAAAG(G/T)TCA-3\ située dans les régions 
régulatrices de ses gènes cibles (Hsu et al., 1998; Palmer et al., 1995). 
En 2008, une équipe a démontré, à l'aide d'immunoprécipitation de la chromatine analysée 
par séquençage à haut débit (ChIP-séquençage), que l'hétérodimère PPARy/RXRa occupait 
plus de 5000 régions sur le génome des adipocytes alors que très peu de ces sites étaient 
occupés (par RXRa) chez les préadipocytes (Nielsen et al., 2008). Selon cette étude, la plupart 
des régions liées par PPARy/RXRa se situeraient au niveau de gènes actifs dont la plupart 
seraient impliqués dans le métabolisme du glucose et des lipides. Ainsi l'arrivée hâtive de 
RXR aux sites cibles de PPARy/RXRa, avant même la présence de PPARy, pourrait servir de 
marque nécessaire pour des liaisons subséquentes dépendantes de PPARy ou pour l'activation 
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de la transcription des gènes cibles correspondants. Ils ont également observé différents 
patrons d'occupations temporels et compositionnels montrant quelques sites de co-occupation 
avec des membres de la famille des C/EBPs (Nielsen et al., 2008). En effet, il a été démontré 
qu'un échange existait au niveau de l'élément de réponse aux C/EBP commençant avec 
C/BPp et finissant avec C/EBPa pendant l'adipogenèse (Salma et al., 2006). La co-
occupation des C/EBPs avec PPARy/RXRa suggère qu'un mécanisme semblable pourrait 
réguler l'association de facteurs de transcriptions associés aux sites de liaison de PPARy 
pendant la différenciation des adipocytes (Nielsen et al., 2008). Ainsi un échange temporel des 
partenaires de RXR à ces sites pourrait être requis pour le remodelage de certains loci afin de 
les préparer à l'arrivée de PPARy (Nielsen et al., 2008). 
La famille des CAAT/enhancer-binding proteins (C/EBPs) 
Les C/EBPs font partie des facteurs de transcription de la famille des fermetures-éclairs 
leucines basiques (LZ) (Figure 5)(Williams et al., 1995). Depuis le clonage du membre à 
l'origine de la famille, C/EBPa, cinq autres membres ont été identifiés interagissant entre eux 
et avec des protéines appartenant à d'autres familles de facteurs de transcription afin de régulé 
la transcription des ARN (Cao et al., 1991; Lekstrom-Himes and Xanthopoulos, 1998). Bien 
que leur distribution ne se limite pas aux tissus adipeux, l'expression de plusieurs d'entre eux 
est observée pendant l'adipogenèse (Figure 1). De plus, des études de gain et pertes de 
fonctions ont révélé que les C/EBPs pouvaient avoir de profonds impacts sur le 
développement des cellules adipeuses (Cao et al., 1991; Lekstrom-Himes and Xanthopoulos, 
1998). Dans les lignées cellulaires d'adipocytes induites pour la différenciation, les niveaux 
d'ARNm et de protéines de C/EBPp et 8 augmentent très tôt, mais ne sont que transitoires 
(Cao et al., 1991; Darlington et al., 1998; Yeh et al., 1995). C/EBPa en contrepartie, est 
exprimé plus tard dans la différenciation, précédant de peu l'induction des gènes dépendant de 
PPARy, responsables des fonctions des adipocytes matures (Darlington et al., 1998). 
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Figure 5 L'organisation des domaines protéiques de la famille des C/EBPs. 
A) Les domaines retrouvés dans la famille des C/EBPs. Chaque C/EBP contient un domaine de 
dimérisation en LZ en C terminal. Tous les membres de cette famille à l'exception de C/EBPÇ, 
partagent un domaine basique adjacent hautement conservé (BR) régulant la liaison avec les séquences 
spécifiques d'ADN. C/EBPa, C/EBPP, C/EBPô et C/EBPe contiennent tous un domaine de 
transactivation (TADs) et un domaine de régulation (RD) retrouvé en N-terminal. B) Structure d'un 
dimère de fermeture-éclaire basique de C/EBP lié à l'ADN. (Image tirée de Journal of Cell Science 
(Johnson, 2005)). 
Rôle de la chromatine sur l'expression des gènes 
Bien que les facteurs de transcription et les activateurs soient très importants dans la régulation 
de l'expression des gènes, ils ne sont pas suffisants pour initier la différenciation à eux seuls. 
L'initiation de la différenciation cellulaire, contrôlée par une altération dans l'expression 
génique, dépend aussi des changements qui surviennent à la structure de la chromatine. 
L'information génétique contenue dans un noyau de cellule eucaryote est organisée en une 
structure polymère hautement conservée au cours de l'évolution, la chromatine. L'unité de 
base de la chromatine, le nucléosome (Figure 6), est formée de 146 paires de bases d'ADN 
enroulées autour d'un octamère d'histones. Ces histones sont de petites protéines globulaires 
riches en acides aminés basiques et hautement conservées au cours de l'évolution 
(Khorasanizadeh, 2004). Il existe 4 histones canoniques, H2A, H2B, H3 et H4 (Altaf et al., 
2009). Les quatre histones ont comme caractéristiques structurales une queue N-terminale de 
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20 i 30 acides aminés de long et un domaine globulaire appelé «histone-fold» permettant 
l'interaction entre les histones ainsi qu'avec l'ADN (Khorasanizadeh, 2004). La compaction 
de la chromatine permet en tout premier lieu le confinement des chromosomes dans le volume 
restreint du noyau. En deuxième lieu, cela permet une régulation extrêmement fine de 
l'expression des gènes ainsi que d'autres processus biologiques faisant intervenir l'ADN. Il 
existe pour cela plusieurs niveaux de compaction. 
Le premier niveau de compaction correspond à l'enroulement de la molécule d'ADN autour 
des histones donnant ce qu'on appelle la fibre de 11 nm ou «collier de perle» (Figure 6) 
(Khorasanizadeh, 2004). L'histone H1 s'associe avec l'ADN entre les nucléosomes afin 
d'établir un niveau d'organisation supérieur, appelé la fibre de 30 nm, dont chaque tour 
comprend 6 à 8 nucléosomes (Figure 6) (Thoma et al., 1979; Tremethick, 2007); (Altaf et al., 
2009). L'histone H1 est un peu différente des autres histones structurellement parlant. Bien 
qu'elle possède une queue N-terminale et un domaine globulaire, elle présente aussi une 
longue partie C-Termina le non structurée. L'état maximal de compaction de la chromatine est 
atteint lors de la mitose (chromosome mitotique) alors que la fibre de 30 nm s'arrange en 
boucles faisant en moyenne 85 kb, le tout étant rattaché par un squelette protéique (Figure 6) 
(Tremethick, 2007). 
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Figure 6 Les différents niveaux de compaction de la chromatine. 
La condensation maximale du chromosome est atteinte lors de la mitose avec le chromosome 
mitotique, constitué de la fibre de 30nm, elle-même constituée de la fibre de 11 nm ou « collier de 
perles », formée de l'ADN s'enroulant autour d'octamères d'histones donnant ainsi les nucléosomes. 
(Modifié de Genetika®). 
Dans les cellules qui ne sont pas en division, la chromatine est organisée en régions très 
condensées (hétérochromatine) et en régions plus ouvertes (euchromatine) (Felsenfeld and 
Groudine, 2003). La forme la plus condensée de la chromatine, Phétérochromatine, est plutôt 
inaccessible et procure un mauvais site pour les réactions biochimiques telle que la 
transcription (Felsenfeld and Groudine, 2003). Il a été démontré que différents gènes sont 
actifs dans différents tissus, et que, la distinction entre l'hétérochromatine et l'euchromatine 
suggérait qu'une modification au niveau de la structure de la chromatine pouvait être associée 
à une modification de l'expression des gènes (Felsenfeld and Groudine, 2003). De telles 
modifications peuvent intervenir à plusieurs niveaux, mais l'attention a surtout été portée sur 
le nucléosome lui-même. 
La structure de la chromatine impose donc un obstacle significatif à tous les aspects de la 
transcription médiée par l'ARN pol II. En effet, cette structure dynamique, étroitement 
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régulée via de multiples mécanismes, permet d'exercer un contrôle sur l'expression des gènes 
ainsi que sur des processus cellulaires fondamentaux comme la division cellulaire (Felsenfeld 
and Groudine, 2003). 
La structure de la chromatine peut être modifiée de trois manières principales influençant ainsi 
la structure ou la stabilité du nucléosome. Premièrement, le remodelage du nucléosome peut 
être induit par des complexes spécifiques à cette tâche requérant la dépense d'énergie via 
l'hydrolyse de l'adénosine triphosphate (ATP). L'un de ces complexes, Switch/Sucrose 
nonfermentable (SWI/SNF), dissocie l'ADN lié aux nucléosomes de façon transitoire, 
facilitant ainsi la fixation des facteurs de transcription à leurs sites spécifiques sur l'ADN 
(Belandia et al., 2002; Muchardt and Yaniv, 1999). Deuxièmement, des modifications post-
traductionnelles peuvent être ajoutées aux queues N-terminales des histones pouvant 
influencer la charge et créer de nouveaux sites d'ancrage pour les protéines. Troisièmement, 
les variantes d'histones, tel que H2A.Z, peuvent être incorporées et remplacer les histones 
canoniques à l'intérieur du nucléosome (Felsenfeld and Groudine, 2003). Ces modifications, 
peuvent être transmises de génération en génération indépendamment de la séquence d'ADN. 
Les modifications covalentes des histones 
Les facteurs de transcription contrôlent le destin des cellules en influençant l'expression d'un 
large éventail de gènes, souvent par des mécanismes touchant les modifications post-
traductionnelles des histones (Allis et al., 2007). En effet, les histones sont susceptibles de 
subir de nombreuses modifications post-traductionnelles, spécifiquement au niveau de leur 
queue N-terminale flexible (Figure 6) (Tavema et al., 2007). Plus de 70 sites de modifications 
post-traductionnelles différents ont été répertoriés et la majorité de ces modifications sont des 
additions de groupements chimiques, tels des acétyls, méthyls et phosphates (Taverna et al., 
2007). Pendant la différenciation cellulaire, les modifications au niveau des histones se 
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produisent à la grandeur du génome de telle sorte que chaque type cellulaire possède différents 
épigénomes (génome + modifications sur les histones) (Bernstein et al., 2007). 
Ces modifications, reconnues en partie par des modules effecteurs et leurs complexes associés, 
seraient susceptibles de prédire les états fonctionnels de la chromatine et de réguler de 
nombreux processus dépendant de l'état de la chromatine. Par exemple, plusieurs études 
suggèrent que le patron d'expression des gènes puisse être positivement ou négativement 
régulé par des modifications covalentes sur les histones, modifiant ainsi les propriétés 
structurales de la chromatine (Taverna et al., 2007). 
Pendant la différenciation cellulaire, le patron d'expression des gènes est principalement 
contrôlé au niveau de la transcription (Taverna et al., 2007). Pour les gènes eucaryotes, la 
régulation de la transcription est un processus à plusieurs étapes où interviennent divers 
complexes protéiques au niveau des régions régulatrices des gènes. L'acétylation a été la 
première modification répertoriée en tant que régulateur potentiel de la synthèse de l'ARN 
(Taverna et al., 2007). Certaines acétylations de lysine peuvent d'ailleurs modifier les 
propriétés physiques des nucléosomes individuellement ou modifier leur association à plus 
grande échelle (Musri et al., 2007). De même, l'hyperacétylation des histones H3 et H4 au 
niveau des promoteurs corrélant avec l'activation des gènes est un phénomène conservé chez 
des organismes allant de la levure aux mammifères (Musri et al., 2007). De plus, des études 
ont démontré que l'acétylation était catalysée par des enzymes d'activités opposées 
(l'acétyltransférase Gcn5p et la déacétylase Rpd3p), déjà connues pour être des régulateurs de 
la transcription, liant ainsi de manière évidente l'acétylation à la transcription (Taverna et al., 
2007). Un article paru en 2010 a même décrit un phénomène assez surprenant, lors de 
l'adipogenèse des marques comme l'acétylation de H3K.9 apparaissent tôt lors de la 
différenciation et disparaissent lorsque les cellules sont pleinement différenciées (Steger et al., 
2010). Il existerait donc des marques transitoires pouvant guider l'expression de certains gènes 
requis de manière précoce et qui seraient remplacés par d'autres mécanismes d'expression lors 
de la progression de la différenciation cellulaire. 
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Des études en biophysique et en biochimie ont permis de définir quelques domaines 
protéiques bien conservés liant spécifiquement les modifications post-traductionnelles de 
manière dépendant de l'état et de la position d'une séquence bien précise au niveau des 
histones. Les bromodomaines, modules protéiques reconnaissant l'acétylation sur les lysines 
(Zeng and Zhou, 2002), en sont un bon exemple. Ces domaines sont retrouvés au niveau de 
protéines associées à la chromatine, plus particulièrement sur les histones acétyle transférases 
(HATs) comme Gcn5p (Saccharomyes cerevisiaé), et au niveau des composantes de certains 
complexes protéiques comme SAGA, NuA4 et SWI/SNF, lesquels possèdent des rôles clés 
dans l'activation de la transcription et le remodelage de la chromatine (Tavema et al., 2007). 
L'incorporation du variant d'histone H2A.Z 
L'étude structurelle et fonctionnelle des nucléosomes contenant le variant d'histone H2A.Z a 
fait l'objet d'un grand intérêt depuis les dernières années. Chez les mammifères, on dénombre 
plusieurs variants de l'histone canonique H2A : H2A.X lié aux dommages à l'ADN, macro 
H2A lié à l'hétérochromatine et au silençage, H2ABbd nommé ainsi à cause de son manque 
relatif de corps de Barr et H2A.Z parfois surnommé H2A.Z/F étant le variant le plus conservé 
à travers l'évolution (Raisner and Madhani, 2006). Le variant d'histone H2A.Z possède 
environ 60% d'homologie avec l'histone canonique H2A et le remplace dans 10 % des 
nucléosomes chez les mammifères(Felsenfeld and Groudine, 2003; Iouzalen et al., 1996). La 
portion C terminale de l'histone H2A.Z présente une partie acide qui n'est pas retrouvée au 
niveau de H2A et qui pourrait faciliter le réarrangement de structure au niveau de 
l'organisation supérieur du chromosome (Abbott et al., 2001; Placek et al., 2005). Ce 
réarrangement pourrait être important dans diverses fonctions biologiques, notamment au 
niveau de la transcription, où il serait soit activateur, soit répresseur selon le contexte 
(Guillemette and Gaudreau, 2006); (Altaf et al., 2009). Chez la levure par exemple, les études 
ont montré que les nucléosomes contenant H2AZ (Htzl) étaient localisés spécifiquement au 
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niveau des régions promotrices des gènes créant ainsi une structure chromatinienne prête pour 
l'activation et la transcription des gènes (Altaf et al., 2010; Gevry et al., 2007; Guillemette et 
al., 2005; Raisner et al., 2005; Svotelis et al., 2009). Chez l'humain, H2A.Z a été retrouvé 
plus spécifiquement au niveau du promoteur et du 5' de la région codante de c-Myc, et lors de 
la transcription, H2A.Z serait évincé du 5' de la région codante mais pas du promoteur, 
suggérant ainsi un rôle dans l'élongation de la transcription chez les eucaryotes (Farris et al., 
2005). Un modèle a d'ailleurs été proposé par Guillemette et ses collaborateurs en 2005 
montrant que H2A.Z pourrait préparer la structure de la chromatine afin de faciliter le 
recrutement de la machinerie transcriptionnelle, menant à l'activation des gènes (Guillemette 
et al., 2005) Des études à la grandeur du génome chez les mammifères tendent à confirmer ce 
modèle, en montrant la présence de H2A.Z à des éléments régulateurs fonctionnels tels les 
promoteurs et les éléments régulateurs distaux (Barski et al., 2007; Hardy et al., 2009; 
Schones et al., 2008). De plus, chez les mammifères, l'incorporation de H2A.Z dans la 
chromatine a été montrée comme étant une étape essentielle à l'activation des gènes 
dépendants du récepteur à l'œstrogène (ERa) suite à leur induction (Gevry et al., 2009). 
La forme canonique de H2A étant la plus abondante, son expression et déposition dans la 
chromatine est couplée à la réplication (Thatcher and Gorovsky, 1994). Il existe différentes 
façon d'incorporer H2A.Z dans la chromatine, l'une d'elle serait couplée à la transcription, où 
la progression de l'enzyme déplacerait les dimères H2A/H2B, qui, lors du réassemblage, 
pourraient être remplacés par un dimère contenant le variant d'histone H2A.Z afin de former 
le nouveau nucléosome (Thatcher and Gorovsky, 1994). Chez la levure, c'est le complexe 
SWR1 qui est responsable de l'incorporation de H2A.Z (Htzl) dans les nucléosomes via un 
échange ATP-dépendant de H2A/H2B pour Htzl/H2B (Altaf et al., 2010). H2A.Z peut aussi 
être incorporé dans la chromatine indépendamment de la transcription par les complexes 
appelés SRCAP (Ruhl et al., 2006; Wong et al., 2007) et p400. En effet, chez les eucharyotes 
supérieurs, le complexe SWR1 et l'acétyltransférase NuA4 sont physiquement associées et 
forment le complexe p400 qui contient l'activité acétyltransférase (tip60) et échange d'histone 
(Domino) (Gevry et al., 2007; Ruhl et al., 2006; Wong et al., 2007). Dans ce cas, la protéine 
Bdfl, contenant un double bromodomaine, identifiée en tant que composante du complexe 
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p400 (Brd8) (Altaf et al., 2010; Cai et al., 200S; Doyon et al., 2004; Wu et al., 2009) serait 
essentielle pour la stimulation de l'acétylation médiée par NuA4 et par conséquent essentielle 
à l'incorporation de H2A.Z. 
La protéine Brd8 
La protéine bromodomain containing 8 (Brd8), aussi appelée pl20 (TRCpl20) en raison de 
son poids de 120 kDa a été découverte par l'équipe de Hollenberg en 1997 (Monden et al., 
1997). Brd8 a été initialement identifié en tant que coactivateur de la transcription pour les 
récepteurs nucléaires thyroïdiens (Monden et al., 1997). Cette équipe a également découvert 
que Brd8 contenait un bromodomaine en C-terminal et qu'elle interagissait avec le domaine 
AF-2 des récepteurs thyroïdiens dépendant du ligand (Monden et al., 1997). Par la suite, 
Brd8 a été identifié en tant qu'activateur spécifique pouvant interagir avec l'hétérodimère 
PPARy2/RXRa via RXRa in vitro à l'aide d'analyses d'affinité protéique (Monden et al., 
1999). Cependant, aucune étude ne semble montrer ses implications in vivo dans l'adipogenèse 
ni les mécanismes qu'elle pourrait employer. 
Plusieurs protéines contenant des bromodomaines ont été étudiées, notamment les protéines 
Brd2 et Brd3. Ces protéines sont connues pour s'associer préférentiellement aux régions se 
trouvant le long des gènes transcrits (Peterson and Laniel, 2004). La chromatine associée à 
ces protéines est souvent enrichie en H4K5, H4K12 et H4K14 acétylés, et contient 
relativement peu de H3K9 diméthylés (LeRoy et al., 2008). Pour ce qui est de Brd8, la 
modification reconnue par son bromodomaine demeure inconnu. 
L'une des méthodes pouvant être utilisée afin de déterminer les rôles potentiels de Brd8 est de 
répertorier les rôles de protéines lui ressemblant, pour ensuite vérifier si Brd8 pourrait jouer 
des rôles similaires. Ainsi, Bdfl, l'orthologue de Brd8 chez la levure, contenant 2 
bromodomaines et faisant partie du complexe multiprotéique SWR1 peut jouer un rôle sur 
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l'incorporation de H2A.Z. En effet, l'incorporation de H2A.Z (Htzl) chez la levure est médiée 
par le complexe multiprotéique SWR1 et des études ont montré que la délétion de Bdfl 
pouvait entraîner une diminution de la présence de H2A.Z au niveau des promoteurs (Raisner 
et al., 2005; Zhang et al., 2005). Comment SWR1 est dirigé vers des régions spécifiques 
demeure cependant inconnu, mais l'un des candidats pour ce ciblage est la protéine Bdfl qui 
se lie spécifiquement aux queues d'histones H3 et H4 acétylées via ses bromodomaines 
(Raisner and Madhani, 2006). 
Le complexe p400 est un ensemble multiprotéique pouvant incorporer le variant d'histone 
H2A.Z dans la chromatine chez les mammifères (Gevry et al., 2009) au même titre que SWR1 
chez la levure (Raisner and Madhani, 2006). Une étude a fait ressortir la possibilité que Brd8 
puisse, entre autre, faire partie des sous-unités du complexe p400 (Cai et al., 2005), mais le 
rôle de Brd8 au sein de ce complexe reste cependant à déterminer. Il serait donc intéressant de 
voir si Brd8 pourrait jouer pour p400 le rôle de Bdfl pour SWR1. 
Hypothèse de recherche 
Notre hypothèse propose que Brd8 soit important pour l'adipogenèse en tant que sous-unité du 
complexe p400, et qu'il fasse le lien entre l'hétérodimère PPARy/RXRa et l'incorporation du 
variant d'histone H2A.Z au niveau des gènes cibles de PPARy lors de l'adipogenèse (Figure 
7). En effet, les analyses d'affinité protéique ayant montré que Brd8 interagissait avec les 
récepteurs nucléaires PPARy/RXRa in vitro portent à croire que cette protéine pourrait agir en 
tant que coactivateur de la transcription. Nous vérifierons donc dans un premier temps, la 
cinétique d'expression de la protéine Brd8 en utilisant les techniques de RT-qPCR et 
d'immunobuvardage de type Western. Nous comparerons l'expression du récepteur PPARy à 
celle de Brd8 afin de mettre en évidence que l'expression de celle-ci est modulée au cours de 
la différenciation cellulaire. 
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Figure 7 Schéma du rôle de la protéine Brd8 sur la régulation de l'expression des gènes cibles de 
PPARy pendant l'adipogenèse. 
La protéine Brd8, recrutée par l'hétérodimère PPARy/RXRa, pourrait recruter ou stabiliser le 
complexe p400, afin de permettre l'incorporation spécifique du variant d'histone H2A.Z. 
Deuxièmement, le fait que Brd8 puisse être important pour l'adipogenèse et l'expression des 
gènes cibles de PPARy sera démontré au moyen d'ARN interférents contre Brd8. Nous ferons 
tout d'abord la comparaison des niveaux de différenciation de cellules déplétées en Brd8 ou 
H2A.Z pour mettre en évidence leur importance dans l'adipogenèse, et ce, en analysant le taux 
d'accumulation des lipides par la technique du Oil red O. Puis, l'expression des gènes sera 
analysée par RT-qPCR afin d'évaluer quels sont les gènes touchés par la déplétion de Brd8. 
Et finalement, le fait que Brd8 puisse faire partie des sous-unités du complexe p400 pouvant 
incorporer H2A.Z à la chromatine et comme cette incorporation peut faire partie des étapes 
clés contrôlant l'activation des gènes, nous analyserons la localisation et le recrutement de 
certaines protéines, PPARy, Brd8, p400, H2A.Z, ARN pol II, au niveau des gènes modèles 
Agpat2 et PPARy, au moyen de ChIP-qPCR afin de montrer la colocalisation de celles-ci. De 
plus, comme Brd8 possède un bromodomaine pouvant reconnaître les lysines acétylées, que 
son orthologue chez la levure Bdfl reconnait l'histone H4 acétylée, et que l'acétylation est une 
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marque d'activation des gènes, nous tenterons d'évaluer si l'acétylation de la lysine 16 de 
l'histone H4 pourrait être une marque reconnue par le bromodomaine de Brd8. 
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CHAPITRE 1 - MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1.1 Culture cellulaire 
Les préadipocytes murins 3T3-L1 (Don du laboratoire du Dr Richard Blouin, Université de 
Sherbrooke, Sherbrooke, Canada) ont été cultivés dans le milieu de culture Dulbecco's 
modified Eagle's médium (DMEM) (# 319-050, GibcoBRL, Invitrogen Canada Inc., 
Burlington, Ontario, Canada) supplémenté de 100 U/ml de pénicilline et lOOmg/ml de 
streptomycine (DMEM+/+) (# 450.201-EL, Wisent inc., Saint-Jean-Baptiste, Québec, Canada) 
et de 10 % de sérum de bovin nouveau-né (calf) désactivé 30 min à 65 °C (DMEM+/+calf) (# 
074.150, GibcoBRL, Invitrogen Canada Inc.), pour le maintien des cellules non différenciées 
en prolifération. Alors que 10 % de sérum de bovin fœtal (FBS) désactivé 30 min à 65 °C 
(DMEM+/+FBS) (#CAA 15-701, VWR international inc. Montréal, Québec, Canada) a été 
ajouté pour les cellules en différenciation. 
Les cellules ont été cultivées dans un incubateur à 37 °C, avec humidité et 10 % de CO2. La 
trypsine (#15400-054, Invitrogen Canada Inc.) diluée 1 % dans du PBS a été utilisée lors des 
passages. La lignée préadipocyte 3T3-L1 a été conservée en dessous du seuil de 70 % de 
confluence afin que les cellules conservent leurs propriétés non différenciées. 
1.2 Protocole de différenciation 
La différenciation des préadipocytes 3T3-L1 a été amorcée en laissant les cellules proliférer 
jusqu'à confluence de 100 % dans le milieu DMEM+/+calf. L'induction de la différenciation a 
été faite deux jours après la confluence des cellules (jour 0) en ajoutant l^g/ml d'insuline (#1-
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5500, Sigma-Aldrich Canada LTD, Oakville, Canada), l^M de Dexamethasone (#1-4902, 
Sigma-Aldrich Canada LTD) et 0,5mM d'IBMX (#1-7018, Sigma-Aldrich Canada LTD) au 
milieu de culture DMEM+/+FBS. Le milieu a été changé aux deux jours pour du milieu frais 
DMEM+/+FBS en ajoutant 1 ng/ml d'insuline. 
13 Déplétion de Brd8 par ARN interférents 
Les ARNs interférents utilisés afin de dépléter la protéine Brd8 (#NM_030147, Sigma-Aldrich 
Canada LTD) ont été achetés sous forme de plasmides lentiviraux (pLKO.l-puro) incorporés à 
Escherichia coli. Les plasmides ont été amplifiés dans la souche Escherichia coli et conservés 
à -80 °C. La séquence. shBrd8 (# TRCN0000096644) était : cacacttgatcttagtcaa. Les souches 
Escherichia coli ont été amplifiées dans le milieu Luria broth (LB) additionné d'ampicilline 
et rextraction/purification des plasmides a été faite à l'aide du kit Purelink, HiPure Plasmid 
Maxiprep (#k2100-07, Invitrogen Canada Inc.). 
Les ARNs interférents contrôles ont été insérés dans le plasmide pLKO.l-puro (Don du 
laboratoire du Dr Luc Gaudreau, Université de Sherbrooke), dont la séquence était : cctaa 
ggttaagtcgccctcgctcgagcgagggcgacttaaccttagg (Addgene plasmid 1864, Cambridge, 
Massachusetts, É.-U). 
Les cellules HEK293T ont été utilisées afin de produire les virus à ARN interférents. Les 
cellules ont été cultivées dans le milieu DMEM+/+FBS, puis le milieu était changé pour du 
DMEM+/+calf juste avant la transfection. Les cellules ont été transfectées avec le vecteur 
approprié (sh-Brd8 ou sh-contrôle) et les vecteurs d'empaquetage pPAX2 et pMD2G. Les 
virus ont été récoltés 48 heures après la transfection, filtrés sur filtre 0,45 micron, congelés 
dans l'azote liquide et conservé à -80 °C. Les cellules 3T3-L1 ont été infectées à 40 % de 
confluence dans du DMEM+/+calf avec 300 fil de virus par plaque de 9.6 mm et sélectionnées 
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à partir du lendemain avec 2 ng/ml puromycine (#pur 333.25, Bioshop Canada inc., 
Burlington, Ontario, Canada) pendant 4 jours en passant les cellules au besoin. 
1.4 Extraction de l'ARN et conversion en ADNc 
L'extraction et la purification des ARN messagers (ARNm) a été faite à l'aide de l'ensemble 
GenElute Mammalian total RNA miniprep kit (#RTN350-KIT, Sigma-Aldrich Canada LTD, 
Oakville, Canada). Une rétro-transcription (RT) a été effectuée sur 400 ng d'ARNm 
immédiatement après l'extraction en utilisant la rétrotranscriptase inverse MMLV RT et son 
tampon MMLV afin d'obtenir de l'acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc). La 
•RT a été effectuée dans un volume de 20 jil, dans l'appareil MJ Mini personal thermal cycler 
de BioRad, selon le programme : 5 minutes à 70 °C, 10 minutes à 25 °C, 30 minutes à 37 °C, 
15 minutes à 70 °C, puis les réactions ont été diluées jusqu'à 100 fil et conservées à -20 °C. 
Tableau 1 Ollgonucléotides utilisés pour l'analyse qPCR de F ARNm 
ARNm ciblé Sens Antisens 
Agpat2 ccagcaagccagaactgc aacaggtccccattgtcgt 
Ap2 (Fapb4) agagaaaacgagatggtgaca gccctttcataaactcttgtg 
Brd8 attggtgaggcagatggttc tgtgatggagacaacatgctc 
C/EBPa . agccgagataaagccaaaca ccttgaccaaggagctctca 
C/EBPp cagctgctccaccttcttct caagctgagcgacgagtaca 
C/EBPÔ tctctgacaggtgggcagt gctgccagaggtggcact 
GR actgcaaaccacttcggatg aagccaaccctttcctgaag 
H2A.Z cgtatcacccctcgtcactt tcagcgatttgtggatgtgt 
p400 acgagccactttgagctgat cacggagagatgcaacttga 
PPARy ttttcaagggtgccagtttc aatccttggccctctgagat 
TFIIA gactccggttcaacagctac caggctgcatttgtggtataac 
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Tableau 2 Oligouucléotides utilisés pour l'analyse des ChIPs-qPCR 
Région ciblé Sens Antisens 
Agpat2-A gggcctttgctctaatcctt agccctttgtccacagacag 
Agpat2-B taacaaacccaaagccaagc ccctgtcccctttacacaga 
Agpat2-TSS ggggcaggaaggaaagaac cccttgcctcatgttatcca 
PPAR-A agacagacatgagccttcacc tgcaatcaatagaaggaacac 
PPAR-B agcaagtccttggcatgagt gagccatatcccagtcctca 
PPAR-C acccattgcaagaagagcag acccttgacccaaactgttg 
PPAR-TSS ctggcgagacaatgtagcaa tggcactgtcctgactgaga 
La séquence des oligonucléotides a été déterminée suite à la consultation des sites internet 
Integrated DNA Technology (IDT) pour le RT-qPCR (Tableau 1) et Primer3 version 0.4.0 
pour les ChIPs-qPCR (Tableau 2). Les réactions qPCR ont été effectuées dans un tampon 
2XMM [12mM Tris (pH 8,3), 50 mM KC1,4 mM MgC12, 72 mM tréhalose, 0,2 % Tween20, 
0,2 mg/ml BSA non acétylé, 0,2 X SybrGreen], avec l'enzyme Taq DNA polymérase selon 
un programme à 3 étapes, soit 10 secondes à 95°C, 13 secondes à 61 °C (entre 59°C et 62°C, 
selon les oligonucléotides utilisés) et 30 secondes à 72 °C. Le tout a été fait sur un appareil 
CFX96 Real-Time System de BioRad, les données ont été analysées à l'aide du logiciel CFX 
manager de BioRad. 
1.5 Extraction protéique 
L'extraction des protéines du noyau a été faite à l'aide du tampon de lyse NP40 [50 mM Tris-
C1 pH 8, 50 mM NaCl, 1% NP40, 0.5 mM EDTA pH 8, 1 mM DTT et additionné d'un 
cocktail d'inhibiteurs protéiques (Aprotinin 1 ng/ml, Leupeptinin 1 |ig/ml, Pepstatin 1 jig/ml 
et PMSF 1 mM)]. Les cellules ont été récoltées et lavées dans du PBS froid, centrifugées et 
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resuspendues dans le tampon de lyse NP40 à raison de 500 (il par plaque de 100 mm de 
diamètres. Les cellules ont été incubées 30 minutes sur glace, puis centrifugées à 13000 rpm, 
90 sec. à 4 °C. Le culot a été resuspendu dans 100 fil de tampon NBR [50 mM Tris-Cl pH 8, 
50 mM NaCl, 1 % SDS, 0.5 mM EDTA pH 8, 1 mM DTT et 1 % de cocktail d'inhibiteurs 
protéiques], incubé 30 min sur glace, puis soniqué sur glace (sonicateur 450 DIGTL 
INPROBE de VWR international inc.), centrifugé à 13000 rpm 30 sec. à 4 °C et le surnageant 
conservé à -80 °C. 
1.6 Immunobuvardage de type Western 
Les extraits protéiques ont été dosés au spectrophotomètre à l'aide de la technique de 
Bradford, et 20 jig d'extrait ont été déposés sur gel polyacrylamide 7,5 % pour les protéines 
PPARy, Brd8, et Actine bêta (Actp). Les gels ont été placés sous tension à 100 Volts pour 
approximativement 1 h, dans le tampon de migration [0,025M Tris, 0,003M SDS, 0,19M 
glycine] et les protéines ont alors été transférées sur membrane PVDF par la technique semi-
dry à l'aide du tampon de transfert [0,6M Tris, 0,05M glycine, l,6mM SDS et 1/5 MeOH]. 
Les membranes ont été bloquées dans du PBS/ 5 % lait au moins 1 h à température pièce et 
ont été incubées avec les anticorps primaires (Tableau 3) au moins 6 h à 4°C avec agitation, 
lavées 3 fois au PBS/ tween 0,05 % et incubé au moins 1 h avec l'anticorps secondaire ECL 
Anti-Rabbit IgG-HRP (#Na934V, GE Healthcare, Baie d'Urfe, Québec, Canada) à 
température pièce avec agitation. Par la suite, les membranes ont subi un autre lavage au 
PBS/ tween 0.1 % et les bandes ont été révélées à l'aide du système Western Ughtning Plus-
ECL (#NELI04001EA, Perkin Elmer inc., Woodbridge, Ontario, Canada). 
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Tableau 3 Anticorps utilisés pour les ChIPs et Immunobuvardage de type Western 
Nom # catalogue Compagnie 
Actin bêta A2066 Sigma-Aldrich Canada LTD, Oakville, Canada. 
Brd8 Ab17969 Abcam, Cambridge, Massachusetts, É.-U. 
H2A.Z Ab4174 Abcam, Cambridge, Massachusetts, É.-U. 
H3 abl791 Abcam, Cambridge, Massachusetts, É.-U. 
H4K16ac se-8662 
Santa Cruz, Biotechnologie, Santa Cruz, 
Californie, É.-U. 
p400 ab5201 Abcam, Cambridge, Massachusetts, É.-U. 
PPAR gamma (H100) sc-7196 
Santa Cruz Biotechnologie, Santa Cruz, 
Californie, É.-U. 
RNA pol II (8WG16) MMS-126R Cedarlane, Burlington, Ontario, Canada. 
1.7 Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 
Après avoir été préalablement lavées au PBS, les cellules ont été traitées II minutes à 
température pièce avec 20 ml d'une solution de PBS/ 1,1 % formaldéhyde (#for201.4, Bioshop 
Canada inc., Burlington, Ontario, Canada) afin de fixer les protéines à la chromatine par 
pontage. Afin d'arrêter la réaction de pontage, 1 ml de glycine 2,5 M (#GLN002.5, Bioshop 
Canada inc., Burlington, Ontario, Canada) a été ajouté pour 5 minutes, puis deux lavages au 
PBS froid ont été effectués. Les cellules ont alors été récoltées, congelées <fans l'azote liquide 
et conservées à -80°C. Les cellules ont par la suite été resuspendues dans le tampon 1 [0,25 % 
Triton, 10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA et 10 mM Hepes pH 6,5] 10 minutes sur glace puis 
centrifugées 6 minutes à 3500 rpm. Le culot a été resuspendu dans le tampon 2 [200 mM 
NaCl, 1 mM EDTA 0,5 mM EGTA et 10 mM Hepes pH 6,5] 10 minutes sur glace et 
centrifugé à nouveau 6 minutes à 3500 rpm. Les cellules ont ensuite été lysées dans le tampon 
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SDS [1%SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8,1, et des inhibiteurs de protéases] pour 
200 }il par plaque de 150 mm, incubées sur glace 20 minutes et soniquées pour avoir des 
fragments de 200 à 400 pb. Les échantillons ont alors été centrifugés 10 minutes à 13000 rpm 
à 4 °C afin de se débarrasser des débris. Un échantillon du surnageant correspondant à 5 % de 
chaque échantillon a été conservé pour les analyses qPCR. L'immunoprécipitation (IP) a été 
faite en diluant le surnageant de chaque échantillon 1/10 dans du tampon IP [0,01 % SDS, 
1,1 % Triton 1,2 mM EDTA, 16,7 mM Tris pH 8,1 et 167 mM NaCl, et 1 % cocktail 
d'inhibiteurs de protéases] et en séparant selon le nombre d'IP désiré. Pour 1 ml d'échantillon 
dilué 1/10, 4 fig d'anticorps (Tableau 3) étaient ajoutés pendant au moins 6 h à 4 °C avec 
agitation, suivie de l'ajout de 40 (il/ml de billes d'agarose G (50 % sluriy) pré-incubées avec 
10 ng/ml de sperme de saumon et 1 mg/ml de protéines BSA, incubé 4 h avec agitation à 4 °C. 
Les billes ont alors été lavées 2 fois au TSE-150 [0,1 % SDS, 1 % Triton, 2 mM EDTA, 
20 mM Tris pH 8,1 et 150 mM NaCl], 2 fois au TSE-500 [0,1 % SDS, 1 % Triton, 2 mM 
EDTA, 20 mM Tris pH 8,1 et 500 mM NaCl], 2 fois au LiCl [0,25 M LiCl, 1 % NP40, 1 % 
DOC, 1 mM EDTA, 10 mM Tris pH 8,1] et 3 fois au TE [0,01 M Tris pH 8, 1 mM EDTA]. 
L'ADN a été éluée dans une solution de 1 % SDS/ 0.1 M NaHC03 20 minutes à 50 °C avec 
agitation. La réversion des pontages a été effectuée en incubant les échantillons à 65 °C 
pendant au moins 6 h. De la RNAse A (20 mg) a été ajoutée à chaque échantillon et incubée à 
37 °C pour 1 h afin de réduire les risques de contamination à l'ARN. Les protéines ont ensuite 
été digérées à la Protéinase K pour 1 h, à 37 °C. Le kit d'extraction de l'ADN QLAquick PCR 
purification (QIAGEN sciences, Maryland, É.-U) a ensuite été utilisé pour procéder à la 
purification de l'ADN. 
1.8 Coloration Oil red O 
Les cellules ont été lavées 2 fois avec du PBS, fixées au formol 3,7 % pendant 30 minutes. Les 
lipides ont été colorés pendant 15 minutes avec la solution d'Oil red O [0,5 % Oil red O 
35 
(#00625, Sigma-Aldrich Canada LTD) dans 100 ml d'isopropanol, dilué à 60 % avec de 
l'eau, et filtré sur filtre 0,45 micron. Les cellules ont par la suite été lavées une fois avec de 
l'éthanol 70 %, 2 fois avec de l'eau et photographiées. 
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CHAPITRE 2 - RÉSULTATS 
2.1 Rôle de Brd8 sur l'expression des gènes et l'adipogenèse 
2.1.1 La cinétique d'expression de Brd8 et PPARy pendant l'adipogenèse. 
La différenciation des adipocytes requiert l'action de facteurs de transcription, activateurs et 
coactivateurs, dont pourrait faire partie Brd8. Suite aux données in vitro démontrant que Brd8 
lit les récepteurs PPARy/RXRa (Monden et al., 1999), des activateurs clés dans l'adipogenèse, 
nous avons décidé d'analyser l'expression de Brd8 dans les cellules préadipocytes murines 
(3T3-L1) pendant leur différenciation. Selon nos analyses de l'expression d'ARNm par RT-
qPCR (Figure 8), le gène brd8 est exprimé très tôt au début de la différenciation des 
adipocytes, atteignant tout près de son maximum d'expression dès la 2>ime journée de 
différenciation alors que l'expression en ARNm du gène ppary ne semble atteindre son pic 
qu'à la 8,ime journée (Figure 8). En effet, nous observons une quantité deux fois plus 
importante des niveaux d'ARNm de Brd8 dès le premier jour de différenciation alors que 
l'expression de PPARy, semble augmenter de manière plus progressive, n'atteignant une 
expression relative de 1, seulement 6 jours après l'induction, mais doublant entre les jours 6 et 
8 (Figure 8). Ceci suggère que l'expression de Brd8, tout comme celle de PPARy, fait partie 
de la cascade d'événements programmés nécessaires à la mise en place de l'expression 
génique des adipocytes matures. 
Les patrons d'expression de Brd8 et PPARy en ARNm montrés par RT-qPCR (Figure 8) ont 
été appuyés par l'analyse des niveaux protéiques (immunobuvardage de type Westem) (Figure 
9) afin de s'assurer que les deux concordaient. Selon nos résultats, l'expression de Brd8 
37 
semble être très précoce, car au jour 0 on voit déjà l'apparition d'une bande, au jour 2 celle-ci 
augmente deux fois en intensité et triple au jour 6 (Figure 9). Quant à PPARy, son expression 
n'est évidente qu'à partir du jour 4 et devient au moins IVi fois plus importante au jour 6 
(Figure 9). La protéine Brd8 semble donc suivre la même cinétique d'expression qu'en 
ARNm et être exprimée très tôt au début de la différenciation (dès le jour 0). Ceci suggère que 
Brd8 pourrait être nécessaire au niveau de la mise en place des processus de différenciation 
adipogéniques précoces, survenant avant même la venue de PPARy. 
* N «V V % 
Jour de différenciation 
Figure 8 Expression génique de Brd8 et PPARy durant d'adipogenèse. 
RT-qPCR de l'expression génique de Brd8 et PPARy calculée en fonction des niveaux d'expression 
d'un gène de contrôle interne; une sous-unité du complexe TFIIA. L'expression de Brd8 (point bleu) 
semble plus précoce que l'expression de PPARy (carré noir). 
Brd8 
• PPARy 
11" 
111 0-
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3T3-L1 en différenciation 
Jours 0 2 4 6 
PPARy 
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Figure 9 Expression protéique de Brd8 et PPARY pendant l'adipogenèse. 
Immunobuvardage de type Western sur extraits nucléaires de 3T3-L1 aux jours 0, 2, 4 et 6 de 
différenciation. La protéine Brd8 semble être exprimée très tôt lors de la différenciation des adipocytes 
alors que la protéine PPARy suit une cinétique d'expression plus progressive jusqu'au jour 6. Nous 
avons utilisé la protéine actine bêta comme contrôle de quantité déposée sur le gel. 
Comme nous avons vu que Brd8 faisait partie des gènes régulés positivement pendant 
l'adipogenèse, nous avons voulu vérifier l'importance que cette protéine avait pour la 
différenciation des adipocytes. Nous avons donc effectué la déplétion de la protéine Brd8 à 
l'aide d'ARN interférents en épingle à cheveux (shARN) dans les 3T3-L1. Pour ce faire, nous 
avons produit des lentivirus capables d'exprimer les shARNs et les avons utilisés afin 
d'infecter des cellules préadipocytes alors qu'elles étaient à 40 % de confluence. Nous avons 
sélectionné les cellules contenant les vecteurs d'expression au moyen de puromycine pendant 
4 jours à la suite de quoi nous avons suivi le protocole normal afin d'induire la différenciation. 
L'efficacité de cette déplétion a été confirmée au jour 6 de la différenciation par l'analyse des 
niveaux ARNm par RT-qPCR (Figure 10) et par l'analyse des niveaux protéiques par 
immunobuvardage de type Western (Figure 11 ). 
L'analyse des niveaux d'ARNm montre une diminution de l'expression de Brd8 dans les 
cellules ayant été infectées avec les virus contenant les sh-ARNs contre Brd8 (sh-Brd8) 
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2.1.2 La déplétion de Brd8 
L'analyse des niveai» d'ARNm montre une diminution de l'expression de Brd8 dans les 
cellules ayant été infectées avec les virus contenant les sh-ARNs contre Brd8 (sh-Brd8) 
comparativement aux cellules ayant été infectées avec des virus contenant le vecteur contrôle 
(sh-contrôle) (Figure 10). L'analyse de ces résultats montre que l'expression de Brd8 double 
entre le jour 0 et 1, puis augmente très faiblement par la suite pour les cellules contrôles (sh-
contrôle) alors qu'il demeure très faible tout le long de la différenciation des cellules déplétées 
en Brd8 (sh-Brd8). Les shARNs contrôles n'affectent donc pas les niveaux d'ARNm de Brd8 
alors que les shARNs contre Brd8 sont très efficaces afin de diminuer expression de ces 
ARNm. 
L'immunobuvardage de type Western d'extraits nucléaires au jour 6 de la différenciation 
montre également une nette diminution de la protéine Brd8 qui disparait presqu'entièrement 
pour les cellules traitées avec les shARNs contre Brd8 (shBrd8), comparativement à la souche 
sauvage (wt) et aux cellules contrôles (shsc) (Figure 11). Cependant, la protéine PPARy est 
affectée par une diminution de la protéine Brd8 comparativement aux souches sauvages et 
contrôles où PPARy est bien exprimé au jour 6 comme en témoignent les résultats de 
l'immunobuvardage (PPARyl et PPARy2) (Figure 11). L'utilisation de shARNs pour la 
déplétion de la protéine Brd8 est donc efficace. Cependant, il semblerait que la diminution de 
Brd8 affecte également l'expression de la protéine PPARy (Figure 11). 
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Figure 10 Analyse de l'efficacité de la déplétion de Brd8 en ARNm. 
Les niveaux d'ARNm de brd8 sont fortement diminués dans les cellules traitées avec les shARNs 
contre Brd8 (sh-Brd8, en rouge) comparativement aux cellules traitées avec les shARNs contrôles (sh-
contrôle, en vert) pour les mêmes jours de différenciation. L'expression relative a été calculée en 
fonction des niveaux d'expression du gène contrôle interne, tflla. 
3T3-L1 différenciées (jour 6) 
wt shsc shBrd8 
Brd8 
PPARyl 
PPARy2 
H3 
Figure 11 Analyse de l'efficacité de la déplétion de la protéine Brd8. 
Immunobuvardage de type Western d'extraits nucléaires de 3T3-L1 au jour 6 de la différenciation. 
Brd8 disparait dans les cellules traitées avec les shARNs contre Brd8 (shBrd8) contrairement aux 
cellules de type sauvage (wt) ou aux cellules traitées avec les shARNs contrôles (shsc). PPARyl et 
PPARy2 diminuent de moitié avec les shBrd8 comparé aux contrôles ou au type sauvage. Nous avons 
utilisé la protéine H3 comme contrôle de quantité déposée sur gel. 
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2.1.3 L'effet de la déplétion de Brd8 sur l'adipogenèse 
Nous avons vu que la protéine Brd8 est induite au cours de l'adipogenèse et avons voulu 
vérifier l'importance de cette protéine en procédant à sa déplétion avant même le début de la 
différenciation. Les cellules ont donc été infectées avant le jour 0 et ont été induites par la 
suite jusqu'au jour 6. Nous avons par la suite vérifié l'effet de cette déplétion sur 
l'adipogenèse en colorant les gouttelettes lipidiques contenues dans les cellules au jour 6 de la 
différenciation à l'aide de la technique Oil red O. Nous avons comparé le contenu lipidique 
des cellules où Brd8 était dépiété à des cellules contrôles pour les jours 0 et 6 de la 
différenciation (Figure 12). 
contrôle sh-Brd8 
JourO 
Jour 6 
Figure 12 Effet de la déplétion de Brd8 sur l'adipogenèse. 
Coloration des gouttelettes lipidiques en rouge (Oil red O) montrant l'accumulation de lipides lors de 
la différenciation en adipocyte. Les cellules contrôles montrent une augmentation de gouttelettes 
lipidiques entre le stade non différencié (Jour 0) et le stade mature (Jour 6) alors que les cellules 
déplétées en Brd8 (Sh-Brd8) n'ont pas d'accumulation de lipides. 
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Cette diminution de Brd8 semble réprimer la différenciation des préadipocytes en diminuant 
leur phénotype d'adipocytes matures caractérisés par une accumulation de lipides (Figure 12). 
En effet, la coloration des gouttelettes lipidiques ne montre que très peu d'accumulation de 
lipides (S % environ) dans les cellules dépourvues en protéines Brd8 (sh-Brd8), et ce, 6 jours 
après l'ajout du cocktail inducteur de l'adipogenèse, alors que près de 90% des cellules 
contrôles montrent une accumulation normale de lipides (Figure 12). La protéine Brd8 est 
donc importante pour le développement normal des cellules adipeuses, notamment au niveau 
de leur phénotype lipidique. 
2.1.4 L'effet de la déplétion de Brd8 sur l'expression génique pendant 
l'adipogenèse. 
Nous avons vu que la protéine Brd8 était exprimée pendant l'adipogenèse et que sa déplétion 
entraînait une diminution de l'expression de PPARy ainsi qu'une diminution de leur capacité à 
se différencier en adipocyte et emmagasiner des lipides. Nous avons donc voulu vérifier si 
l'expression des gènes dépendant du récepteur nucléaire PPARy était affectée. Nous avons 
procédé à des analyses RT-qPCR sur les gènes agpat2, ap2, ppary et c/ebpa pour des cellules 
déplétées en Brd8 ainsi que des cellules contrôles (Figure 13). L'expression de ces gènes 
semble être grandement diminuée lors de la déplétion de la protéine Brd8 par les shARNs 
contrairement à ce que l'on observe pour les cellules traitées avec les sh-contrôles (Figure 13). 
Alors que pour les cellules contrôles (sh-contrôle) les niveaux d'ARNm des gènes ppary 
cebpfi, agpat2 et ap2 (Figure 13A, B, C et D respectivement) augmentent dès le jour 4, 
atteignant une expression relative tout près de 3 au jour 8, chez les cellules déplétées en Brd8 
(sh-Brd8) ces niveaux demeurent très près du niveau basai et ce, tout au long de la 
différenciation. Les gènes dont l'expression est dépendante du récepteur PPARy sont donc 
affectés par la déplétion de Brd8. 
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Puisque nous avons constaté une fois de plus que le gène ppary était affecté par la diminution 
de la protéine Brd8, nous avons donc voulu vérifier si Brd8 affectait l'expression de l'une des 
protéines nécessaires à l'expression de PPARy, soit C/EBPp, C/EBPS et GR. Nous avons donc 
analysé l'expression de gènes qui n'étaient pas contrôlés par PPARy lors de l'adipogenèse, 
soit gr, c/ebpS, c/ebpfi, h2a.z et p400 (Figure 14A, B, C, D et E respectivement). Selon nos 
analyses, ces gènes ne semblent pas être affectés par la diminution de Brd8 car leurs niveaux 
d'expression en ARNm semblent équivalents entre les cellules contrôles (sh-contrôles) et les 
cellules déplétées en Brd8 (sh-Brd8). Ceci suggère que Brd8 peut soit jouer un rôle au niveau 
de l'expression des gènes cibles de PPARy directement, soit affecter leurs expressions 
indirectement en affectant l'expression même du gène ppary. 
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Figure 13 L'expression des gènes régulés par PPARy pendant l'adipogenèse est diminuée en 
absence de la protéine Brd8. 
L'expression des gènes A) ppary, B) c/ebpa C) agpaî2 et D) ap2 est affectée par la diminution de 
Brd8 (sh~Brd8, en rouge), alors que les niveaux d'expression dans les cellules contrôles augmentent 
pendant l'adipogenèse (sh-contrôle, en vert). L'expression génique est mesurée par RT-qPCR et 
calculée en fonction des niveaux d'expression du gène contrôle interne, tflla. 
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Figure 14 L'expression des gènes non régulés par PPARy pendant l'adipogenèse n'est pas 
affectée par la déplétion de la protéine Brd8. 
L'expression des gènes A) gr, B) c/ebpS, C) c/ebpfi, D) h2a.z et E) p400 ne semble pas être affectée 
par la déplétion de Brd8 (en rouge) si on compare leur cinétique d'expression avec les niveaux 
d'expression retrouvés dans les cellules contrôles (en vert). L'expression génique est mesurée par RT-
qPCR et calculée en fonction des niveaux d'expression du gène contrôle interne, tflla. 
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2.2 Localisation de Brd8 au niveau de la chromatine 
2.2.1 Analyse de la localisation de Brd8 sur la chromatine par ChIP-qPCR. 
Afin de déterminer comment la perte de Brd8 pouvait mener à l'effet observé en ARNm sur 
l'expression des gènes cibles de PPARy, nous avons tout d'abord déterminer s'il y avait 
recrutement et colocalisation des protéines Brd8, PPARy, p400 et H2A.Z au niveau des 
régions régulatrices des gènes agpat2 et ppary pendant l'adipogenèse. Pour ce faire, nous nous 
sommes servi des données d'analyses de ChIP-séquençage pour PPARy au jour 6 de la 
différenciation des 3T3-L1, effectué par l'équipe de Stunnenberg (Department of Molecular 
ê 
Biology, Nijmegen Center for Molecular Life Sciences, Radboud University, 6500 HB 
Nijmegen, The Netherlands) retrouvées sur le site Université de Californie de Santa Cruz 
(UCSC) Genome Bioinformatics et avons choisi des sites où PPARy était recruté au niveau des 
régions régulatrices des gènes ppary et agpaû (Figure 15 et Figure 17 respectivement) pour 
faire nos analyses de ChIP par qPCR. 
Nos analyses par ChIP-qPCR du recrutement de PPARy en amont du gène cible agpat2 
montrent un bon enrichissement entre les jours 0 et 6 (Figure 16A), allant jusqu'à 8 % au site 
B, où PPARy est le plus recruté selon le ChIP séquençage (Figure 15). 
La protéine Brd8 est plus enrichie au jour 6 au niveau des sites A, B et TSS analysés, passant 
de 1,5 % à presque 4 % d'enrichissement (Figure 16B) et colocalise avec PPARy bien que le 
patron de recrutement ne semble pas être le même pour les deux protéines. 
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Figure 15 Image écran du site UCSC montrant les positions où l'on retrouve PPARy au jour 6 de 
la différenciation au niveau du gène agpat2. 
Données de ChIP-séquençage de Nielsen et al. (2008) dans les 3T3-L1 au jour 6 de la différenciation. 
Les pics bleus montrent l'emplacement de PPARy, les flèches vertes indiquent les sites analysés par 
ChIP-qPCR dans notre étude, avec les noms données à ces emplacements soit le TSS, B (à S kb du 
TSS) et A (à 8 kb du TSS). 
Par contre, le variant d'histone H2A.Z ne semble pas suivre le même patron de recrutement 
que PPARy au niveau des sites A, B et du TSS (Figure 16C), où plutôt que de s'enrichir entre 
les jours 0 et 6 de la différenciation, il demeure à un niveau oscillant autour de 0,2 % 
d'enrichissement. 
Ces analyses nous ont également permis de constater que le complexe protéique p400 (Figure 
16D) semblait plus enrichi au niveau du TSS où l'enrichissement double au jour 6 de la 
différenciation, passant de 2,2 % à près de 4,5 %, bien qu'il soit aussi présent aux sites A et B, 
mais où l'enrichissement n'augmente que très faiblement. 
Le patron de recrutement de l'ARN pol II a également été analysé (Figure 16E) ce qui nous a 
permis de constater un haut niveau d'enrichissement au niveau du TSS au jour 6 (près de 
100%) et peu d'enrichissement au niveau des régions non codantes A et B. 
En ce qui concerne la marque d'acétylation sur H4 au niveau de sa lysine 16 (Figure 16F), on 
remarque un enrichissement plus prononcé au niveau de la région A qui triple entre les jours 0 
et 6, qui double au niveau de la région B, alors qu'il diminue au niveau du TSS. 
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Figure 16 Localisation de Brd8, p400 et H2A.Z aux sites spécifiques à PPARy au niveau du gène 
agpat2. 
Analyse ChIP-qPCR au niveau du gène agpat2 montrant le recrutement des protéines A) PPARy, B) 
Brd8, C) H2A.Z, D) p400, D) ARN pol II et F) H4K16ac aux jours 0 et 6 de la différenciation des 
3T3-L1. G) Schéma des régions analysées par rapport au gène agpat2 ; A (à 3 kb de B), B (à S kb du 
TSS) et le TSS (au début du gène (+1)). Enrichissement calculé par rapport aux billes sans anticorps et 
l'enrichissement des histones H2A.Z et H4K16ac est également normalisé sur l'histone canonique H3. 
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Comme les analyses protéiques de l'effet de la déplétion de Brd8 nous ont montré que 
l'expression de PPARy était affectée par la diminution de Brd8 et comme nous savons que 
PPARy fait partie de ses propres gènes cibles, nous avons fait des ChIP-qPCR au niveau du 
gène ppary afin de mieux visualiser les différentes interactions protéiques pendant la 
différenciation des adipocytes. Nous avons choisi des régions près du gène où PPARy se liait 
selon les analyses de ChIP-séquençage à la grandeur du génome retrouvé sur le site UCSC 
(Figure 17)(Nielsen et al., 2008). 
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Figure 17 Image écran du site UCSC montrant les positions de PPARy au jour 6 de la 
différenciation au niveau du gène ppary 
Données de ChIP-séquençage de Nielsen et al. (2008) au niveau du gène ppary dans les 3T3-L1 au 
jour 6 de la différenciation. Les pics bleus montrent l'emplacement de PPARy, les flèches vertes 
indiquant les sites analysés par ChIP-qPCR dans notre étude avec les noms donnés à ces emplacements 
soit le TSS, A (à la fin du gène) et B (à 4 kb de la fin) et C (à 22kb de la fin). 
Nos analyses ChIP-qPCR au niveau de ces régions montrent un recrutement des protéines 
PPARy, Brd8 et p400 à la plupart des régions analysées (Figure 18A, B et D). Curieusement, 
les régions A et B qui devaient servir de contrôle semblent montrer un recrutement de PPARy 
ainsi que de Brd8 (Figure 18A et Figure 18B respectivement). Et alors que PPARy est enrichi 
à la région C (Figure 18A), Brd8 ne semble pas l'être (Figure 18B). Il est donc possible que 
Brd8 ne puisse lier que certains sites spécifiques de PPARy. 
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Figure 18 Brd8 est enrichie au niveau du gène ppary au jour 6 de la différenciation des 3T3-L1. 
Analyses CMP-qPCR montrant l'enrichissement des protéines A) PPARy, B) Brd8, C) H2A.Z, D) 
P400, E) ARN pol II et F) H4kl6ac au niveau des régions analysées au jour 6 de la différenciation. G) 
Schéma des régions analysées au niveau du gène ppary ; le TSS (au début du gène (+1), A (à la fin du 
gène) et B (à 4 kb de A) et C (à 18 kb de B). L'Enrichissement est calculé par rapport aux billes sans 
anticorps et les histones sont également normalisés sur H3. 
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L'analyse des niveaux d'enrichissement de H2A.Z (Figure 18C) et p400 (Figure 18D) 
démontre un enrichissement appréciable au jour 6 de la différenciation, surtout au niveau du 
TSS en ce qui concerne H2A.Z, mais ils ne semblent pas colocaliser dans leur patron respectif. 
H2A.Z pourrait donc être déposé à ces endroits par un autre mécanisme que par le complexe 
p400 tel le complexe SRCAP. 
Quant à TARN pol II, on observe un bon enrichissement au niveau du TSS (région codante) 
tel qu'attendu, et pratiquement pas d'enrichissement au niveau des autres régions analysées 
(régions non-codantes) (Figure 18E). 
Nous avons également vérifié la présence de l'histone H4K16 acétylé au niveau des sites 
analysés afin de vérifier l'hypothèse selon laquelle le bromodomaine de Brd8 pourrait 
reconnaitre cette marque d'acétylation (Figure 18 F). Cependant, contrairement à ce que l'on 
m 
s'attendait, nous avons trouvé un enrichissement plutôt variable (non significatif) de H4K16 
acétylé entre les jours 0 et 6 (Figure 18 F), suggérant que ce ne soit pas cette marque qui sert 
de point d'ancrage à Brd8 pour le gène ppary. En effet, alors que Brd8 est enrichi aux régions 
A et B au jour 6, H4K16ac demeure sensiblement au même niveau qu'au jour 0. De plus, 
H4K16ac qui semblait être enrichi pour les régions analysées pour le gène agpat2 (Figure 16 
F), semble plutôt invariable pour les régions analysées près du gène ppary (Figure 18 F). La 
marque d'acétylation sur H4K16 ne corrèle donc pas avec l'emplacement de la protéine Brd8 
au niveau du gène ppary. Dans ce cas, Brd8 pourrait alors lier d'autres marques d'acétylation 
et/ ou avoir des fonctions différentes aux gènes analysés. 
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CHAPITRE 3 - DISCUSSION 
La cinétique d'expression de la protéine Brd8 
Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux rôles que pouvait jouer la protéine Brd8 
lors de la différenciation cellulaire des adipocytes. Pour ce faire, nous avons tout d'abord 
vérifié son expression dans les cellules 3T3-L1 en différenciation. Nos analyses tant en 
expression génique (Figure 8) qu'en expression protéique (Figure 9) montrent que Brd8, qui 
n'est pas présent dans les préadipocytes, est exprimé pendant la différenciation, ce qui 
correspond aussi à la cinétique d'expression du récepteur nucléaire PPARy, responsable de 
l'expression des gènes menant à l'adipogenèse. Ceci suggère que Brd8 aurait un rôle à jouer 
sur l'adipogenèse, faisant partie de la cascade d'événements programmés nécessaires à la mise 
en place de l'expression génique des adipocytes matures et pourrait même être nécessaire au 
niveau de la mise en place des processus de différenciation adipogénique précoces avant 
même l'expression de PPARy. 
L'importance de la protéine Brd8 sur l'adipogenèse et l'expression des 
gènes cibles de PPARy 
L'importance de Brd8 au niveau de la régulation de l'expression des gènes contrôlés par le 
récepteur nucléaire PPARy a été vérifiée par l'analyse de l'effet de sa déplétion sur 
l'expression des gènes cibles de PPARy (Figure 13). Comme nous nous y attendions, 
l'expression des gènes cibles de PPARy, ap2 et agapt2, est grandement diminuée lors de la 
déplétion de Brd8 empêchant ainsi les cellules de se différencier pleinement en adipocytes. 
L'une des hypothèses pouvant expliquer ceci serait que Brd8 ciblerait p400 au niveau des 
régions contrôles des gènes cibles de PPARy via son interaction avec RXRa, et permettrait 
ainsi l'incorporation de H2A.Z et l'activation des gènes. Par contre, le fait que le gène de 
PPARy, qui s'autorégule lui-même, soit affecté par la déplétion de Brd8, suggère que Brd8 
pourrait soit jouer un rôle au niveau de l'expression des gènes cibles de PPARy directement, 
via p400 et H2A.Z, ou soit affecter leurs expressions indirectement, en affectant l'expression 
même du gène ppary, ou les deux. 
Afin de s'assurer que l'expression de PPARy n'était pas affectée par autre chose que la 
déplétion de Brd8, nous avons vérifié que l'expression des protéines nécessaires à l'expression 
de PPARy n'était pas affectée par la déplétion de Brd8 (Figure 14). L'expression de PPARy, 
comme décrit dans la littérature, est d'abord activée par les facteurs de transcription C/EBPS 
et C/EBPp ainsi que par le récepteur nucléaire GR, et est par la suite maintenue par une boucle 
d'autorégulation positive entre C/EBPa et PPARy (Farmer, 2006; MacDougald and Lane, 
1995; MacDougald and Mandrup, 2002). Il était donc important de s'assurer que l'expression 
de GR, C/EBPp et C/EBPS, impliqués dans l'expression de PPARy, n'était pas affectée par la 
diminution de l'expression de Brd8 (Figure 14 A, B C). De plus, comme p400 et H2A.Z font 
partie de notre hypothèse selon laquelle Brd8 pourrait interagir avec p400 pour cibler 
l'incorporation de H2A.Z aux gènes cibles de PPARy, nous avons vérifié que l'expression de 
ces gènes n'était pas affectée par la déplétion de Brd8 et avons constaté qu'effectivement, la 
déplétion de Brd8 n'affectait pas l'expression de ces protéines (Figure 14 D et E). Ces 
analyses suggèrent donc que les gènes qui ne dépendent pas de PPARy pour leur expression ne 
sont pas affectés par une baisse de Brd8. 
Ces résultats s'expliquent par le fait que PPARy est exprimé au départ à l'aide de GR, C/EBPp 
et C/EBPS, mais alors que la boucle d'autorégulation positive devrait maintenir et augmenter 
les niveaux de PPARy et C/EBPa, le manque de Brd8, en tant que coactivateur de PPARy, 
ferait en sorte que l'autorégulation n'ait pas lieu. Par la suite, le manque de PPARy combiné 
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au manque de Brd8, diminuerait grandement l'expression des gènes cibles de PPARy 
nécessaires à l'établissement et au maintien de l'adipogenèse. L'effet du manque de protéine 
Brd8 serait donc amplifié ici du fait que PPARy est son propre régulateur. 
Recrutement et colocalisation de Brd8 à la chromatine 
Jusqu'à maintenant, les seuls rôles prédits pour Brd8 ciblent le contrôle de l'expression des 
gènes, soit par une action de coactivateur en se liant à l'hétérodimère PPARy/RXRa via le 
récepteur nucléaire RXRa (Monden et al., 1999), soit par une action au niveau du complexe 
p400 auquel il a été associé (Cai et al., 2005). Nous avons donc voulu examiner ces voies en 
vérifiant tout d'abord la localisation de ces protéines au niveau des régions régulatrices des 
gènes dont la transcription est dépendante de PPARy. 
Afin de vérifier l'hypothèse selon laquelle Brd8 pourrait faire le lien entre PPARy/RXRa et le 
p400 pour cibler l'incorporation du variant d'histone H2A.Z, nous avons tout d'abord regardé 
l'emplacement de la protéine Brd8 au niveau de la chromatine, par rapport à l'emplacement de 
PPARy, P400 et H2A.Z par ChIP-qPCR au niveau de régions régulatrices des gènes agpat2 
(Figure 16) et ppary (Figure 18). 
Tout d'abord, les niveaux d'enrichissement que nous observons pour le récepteur PPARy au 
niveau des régions analysées pour le gène agpat2 (Figure 16A) correspondent à ce que l'on 
retrouve dans la littérature (Nielsen et al., 2008) et peuvent être considérés comme des témoins 
positifs de l'efficacité de nos ChIPs. Par contre, les niveaux d'enrichissement de PPARy au 
niveau des régions analysées pour le gène ppary (Figure 18A) ne correspondent pas 
parfaitement à ce que l'on retrouve dans la littérature (Nielsen et al., 2008). En effet, notre 
analyse ChIP-qPCR montre que les plus fort recrutements se retrouvent au niveau des régions 
B et C (Figure 18A) alors que dans la littérature il y a un plus fort recrutement aux régions 
TSS et C (Figure 17). De plus, lors de nos analyses, nous nous sommes aperçus que nos 
données montraient une certaine variation d'une fois à l'autre, occasionnant de grandes barres 
d'erreurs. Il faut comprendre ici que la différenciation cellulaire chez les adipocytes en culture 
est un processus asynchrone, arrivant par agrégat de cellules sur plusieurs jours (Rosen and 
Spiegelman, 2000). Ceci explique les grandes barres d'erreurs observées lors de nos 
expériences de ChIPs. 
Par la suite, l'analyse de l'enrichissement de Brd8 aux sites spécifiques pour PPARy montre 
un recrutement de cette protéine au jour 6 pour les 3 régions analysées au niveau du gène 
agpat2 (Figure 16B), contrairement au gène ppary où seules les régions A et B semblent être 
enrichies de manière significative en Brd8 (Figure 18B) alors que PPARy est présent 
principalement aux régions B et C (Figure 18A). Le patron de localisation ne semble donc pas 
correspondre entre les protéines PPARy et Brd8. Il est donc possible que Brd8 ne soit pas 
recruté par PPARy ou que les sites d'ancrages de ces protéines ne soient pas les mêmes au 
niveau de la chromatine. Il est aussi possible que le recrutement de Brd8 par PPARy/RXRa 
soit un événement temporaire s'effectuant entre les jours 0 et 1, et que nous soyons passés à 
côté lors de la cueillette de nos données. En effet, lors de l'adipogenèse, il a été démontré que 
des marques comme l'acétylation de H3K9 pouvaient apparaître tôt dans la différenciation et 
ne plus être là lorsque les cellules sont pleinement différenciées (Steger et al., 2010). 
L'analyse des niveaux d'enrichissement de H2A.Z montre une colocalisation partielle avec 
p400 au niveau du gène ppary (Figure 18C et D respectivement), mais aucune similarité n'est 
visible au niveau du gène agpat2 (Figure 16C et D). En effet, pour le gène agpat2, il ne 
semble pas y avoir d'enrichissement en H2A.Z (Figure 16C), il semblerait même que les 
niveaux de ce variant d'histone diminuent pendant l'adipogenèse alors que p400 augmente 
partout, et de manière plus importante au niveau du TSS (Figure 16D). Ces patrons 
d'enrichissement ne correspondent également qu'en partie à ce que l'on observe pour 
l'enrichissement de Brd8. Par exemple, alors que l'on peut voir un fort niveau 
d'enrichissement en p400 à chaque région analysée pour le gène ppary (Figure 18D), seules 
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les régions A et B sont enrichies en Brd8 (Figure 18B) et les plus forts niveaux 
d'enrichissement en H2A.Z se retrouvent au TSS et en A (Figure 18C). Pour ce qui est du 
gène agpat2, bien que Brd8 soit enrichi à chaque région analysée (Figure 16B), seul le TSS 
montre un enrichissement considérable en p400 (Figure 16D), alors que H2A.Z diminue 
partout au jour 6 (Figure 16C). Nos analyses ne nous permettent donc pas d'affirmer que 
Brd8 puisse faire le lien entre l'hétérodimère PPARy/RXRa et le complexe p400, encore 
moins qu'il puisse cibler l'incorporation du variant d'histone H2A.Z. 
La protéine Brd8 pourrait être recrutée via une marque d'acétylation, cependant selon nos 
résultats, l'acétylation de la lysine 16 sur l'histone H4 ne semble pas jouer ce rôle car elle 
n'est pas présente. Cette marque d'acétylation et le recrutement de Brd8 pourraient également 
faire partie d'événements temporaires pendant le processus de différenciation tel que décrit 
précédemment (Steger et al., 2010). En effet, nous n'observons qu'un faible enrichissement de 
la marque H4K16ac au niveau du gène agpat2 (Figure 16F) et pas d'enrichissement entre les 
jours 0 et 6 au niveau du gène ppary (Figure 18F). Il ne faut cependant pas écarter l'idée que 
Brd8 puisse reconnaître une autre marque d'acétylation. En effet, plusieurs marques 
d'acétylation peuvent être présentes au niveau des régions régulatrices des gènes lors de 
l'activation de ceux-ci (Altaf et al., 2010; Li et al., 2010). 
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CONCLUSION 
Le but de ce projet était de mieux définir l'importance de Brd8 dans la différenciation des 
adipocytes et l'expression des gènes cibles de PPARy. Notre hypothèse était donc que Brd8 
était important dans le ciblage du complexe p400 et l'incorporation du variant d'histone 
H2A.Z au niveau des gènes cibles de PPARy lors de l'adipogenèse. 
Nous avons montré par RT-qPCR et immunobuvardage de type Western que l'expression de 
Brd8 suit la cinétique d'expression de PPARy pendant l'adipogenèse tant au niveau des ARN 
messagers qu'au niveau protéique. Nous avons aussi montré qu'une diminution de 
l'expression de Brd8 au moyen de shARN entraînait une diminution de la différenciation 
adipocytaire à l'aide de la coloration des lipides au Oil Red O. Cette diminution de la 
différenciation, suite au manque de Brd8, semble être liée à la diminution de l'expression de 
PPARy et de ses gènes cibles selon nos analyses par RT-qPCR. Nous sommes donc en mesure 
de dire que Brd8 est exprimé dès le début de l'adipogenèse et que sa délétion entraîne un 
défaut d'expression de la protéine PPARy, une condition nécessaire à l'expression de ses 
gènes cibles et à la différenciation cellulaire des adipocytes. 
Nos analyses de la localisation de Brd8 au niveau de la chromatine en ChIP nous montrent que 
Brd8 ne semble pas colocaliser avec le récepteur PPARy, et ceci a été démontré aussi à l'aide 
du ChIP-séquençage. Par contre, les ChIPs-séquençage semblent montrer une colocalisation 
de Brd8 et p400 avec H2A.Z au niveau de certains gènes, mais nos analyses par ChIP-qPCR 
au niveau des régions analysées près des gènes ppary et agpat2 ne nous permettent pas de 
l'affirmer. Ceci indique la possibilité que le processus employé par Brd8 en tant que co-
régulateur de l'adipogenèse influence le ciblage de p400 et l'incorporation de H2A.Z à la 
chromatine. Cependant, nos travaux ne nous permettent pas d'affirmer que Brd8 puisse faire le 
lien entre l'hétérodimère PPARy/RXRa et l'incorporation du variant d'histone H2A.Z car il 
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ne semble pas y avoir de concordance dans le patron de recrutement de PPARy et Brd8 au 
niveau des gènes agpat2 et ppary analysés en ChIP-qPCR. 
-m 
Finalement, les travaux réalisés dans ce projet de recherche ouvrent la voie à de nombreuses 
perspectives d'études. Tout d'abord, il pourrait être intéressant de vérifier à quelle marque 
d'acétylation se lie Brd8, soit par ChIP-séquençage à la grandeur du génome ou par analyse de 
marques épigénétiques sur micro-puce. Deuxièmement, vérifier si c'est bien p400 qui 
incorpore H2A.Z dans la chromatine pendant l'adipogenèse en déplétant ce dernier et en 
vérifiant si H2A.Z est toujours présent à la chromatine au niveau des gènes cibles de PPARy 
par ChIP. Troisièmement, afin de contrer le double effet de la déplétion de Brd8 sur PPARy et 
sur ses gènes cibles, nous pourrions surexprimer PPARy en même temps que nous dépiétons 
Brd8 afin de s'assurer qu'il joue un rôle important au niveau des gènes cibles de PPARy. Il 
serait également intéressant de voir si nos résultats peuvent s'appliquer sur des lignées 
d'adipocytes humains ou même à d'autres modèles de différenciation. 
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